THE JOURNAL 


OF 


BIOCHEMISTRY 


WITH THE COOPERATION OF 


TORASABURO ARAKI, Kyoto; MOTONOSUKE GOTO, Fukuoka ; KIKUNAE IKEDA, Tokyo ; 
KATSUJI INOUYE, Sendai; TOSHIHARU IWANO, Hoten; MOTOZO KAWAKITA, Niigata ; 
SHIGERU KOMATSU, Kyoto; YASHIRO KOTAKE, Osaka; §KANAYE MAYEDA, Kyoto; 
KOJi MIYAKE, Sapporo ; TAKEYOSHI NAGAYAMA, Tokyo; KAORU OGURO, Sapporo; 
YUZURU OKUDA, Fukuoka; TAKAOKI SASAKI, Tokyo; TORAI SHIMAMURA, Tokyo; 
KENZO SUTO, Kanazawa; UMETARO SUZUK{, Tokyo; YUTAKA TERUUCHI, Tokyo; 
MAKOTO YAMAKAWA, Tokyo; KIYOHISA YOSHIMURA, Kagoshima; HSIEN WU, Peking. ; 


EDITED BY 


SAMURO KAKIUCHI 


Professor in the Tokyo Imperial University 


VOLUME II 
TOKYO 
1923 


THE JOURNAL 


OF 


BIOCHEMISTRY 


WITH THE COOPERATION OF 


TORASABURO ARAKI, Kyoto; MOTONOSUKE GOTO, Fukuoka; KIKUNAE «KEDA, Tokyo; 
KATSUJI INOUYE, Sendai; TOSHIHARU IWANO, Hoten; MOTOZO KAWAKITA, Niigata; 
SHIGERU KOMATSU, Kyoto; YASHIRO KOTAKE, Osaka ; KANAYE MAYEDA, Kyoto; 


KOJI MIYAKE, Sapporo ; TAKEYOSHI NAGAYAMA, Tokyo; KAORU OGURO, Sapporo ; 
YUZURU OKUDA, Fukuoka; TAKAOKI SASAKI, Tokyo; | TORAI SHIMAMURA, Tokyo; 
KENZO SUTO, Kanazawa ; UMETARO SUZUKI, Tokyo; | YUTAKA TERUUCHI, Tokyo; 


MAKOTO YAMAKAWA, Tokyo; KIYOHISA YOSHIMURA, Kagoshima; HSIEN WU, Peking. ; 


EDITED BY 


SAMURO KAKIUCHI 


Professor in the Tokyo Imperial University 


VOLUME IT 
TOKYO 
1923 


CoprricHtT 1922, 1923 
BY 


THE JOURNAL OF BIOCHEMISFRY 


PUBLISHED BY THRE JOURNAL OF LIOCHEMISTRY 


CONTENTS OF VOLUME II. 


No. 1, Ocroznrr, 1922. 


SELLA SHINS LUCLESTORIALOLYRISU Aa soe naceds ee met note oo eee 
MIYAKE, Svuavru. Chemical studies of corn pollen ............ tisresavece AAs 


PAKATA, Maxt. Studies in the gastric juice. IV. On the pyloric juice .... 
HASHIDA, Kuxrarxo. Untersuchungen iiber das elektromotorische Verhalten 
der Froschhant. JIL. Untersuchungen iiber die Wirkung der Narkotika 


anf das elektromotorische Verhalten der Froschhaut .............-+-.-: 
SAKAMOTO, Jonosury. Tabour and nutrition. IV. On the general metabolism 
of several Japanese workwomen ............ ae haimistar aise ys cops eay eneteteuneeats 


TAKEDA, MaAsasr. Uber die Proteinverbindungen. mit Siuren oder Laugen.. 


MORI, Gensuicui. A preliminary note on the inhibitory action of the salts 
of silver and some other heavy metals on amylase ............ ....--- 


KAWASHIMA, Tosur«ane. Uber die glykolytische Kraft des Blutes ........ 
WU, Hsrex. Studies on hemoglobin. I. The advantage of alkaline solutions 
for .olorimetric determination of hemoglobin ..:.........-..-.s+ceeseee 


No. 2, January, 1923. 


WU, Hsien. Studies on hemoglobin. Il. [he peroxidase content of blood .... 
WU, Hsimyn. Studies on hem»globin. III. An ultra-micro-method for the 

determination of hemoglobin aS a Peroxidase ..... 2... 00sec s oe ee ns oe 
WU, Hsrey. Studieson hemolobin. IV. The catalase activity of hemoglobin 

AMGICOTEV BULVOR Sars, esses erecta cree nye c, Sg ee Ieee oie ge RTH / ISTO eR orate drereho en Ie 
SHIMA, Sarn. Contribution to the studies on pepsic digestion ............ 
NAGAI, Kazuo. The effect of various salts on trypsic and erepsic activity .. 


TADOKORO, ‘TErsuTAno and NAKAMURA, Yuriaiko. On the ditference bet- 
ween the adsorptive poweis of charcoal from common and glutinous 


SIRT EN meen 016) 5 raycd reting ne EH oxo GUO OAL tte Sloet aus i ail anata Ow fw AG INvare Sees aresterometelees 
SASAKI, TaxAoxt. Uber die Bildung der Anthranilsiure aus 1-Tryptophan 
durchpsmbiilishalsterd@r teas sten ue motets <re)a 05. ark eee sates ape Oe ehs eee eee 


MIYAKE, Kom and IFO, Mrrsvst. On lethal temperature of Kojidiastase in 
aquatic solution and the recovery of its action after heating . ....... 
MASAI, Yasur\ und FUKUTOMI, Tosvsrno. Beitrag zur Kenntuis der 
Wechselseitigen Beziebungen zwischen den organischen Phosphorverbind- 
ungen und den unorganischen Phosphaten im tierischen Organismus... . 


IWATSURU. Ryvzo und CHIKANO, Masaat. Uber die Entstehung des Urazils - 


aus dem Zytosin durch Fiulmis ..............-+--- «- ee 
KIKUCHI, Mrrsuct. Beitrige zam Purinstoffwechsel. II. Uber den Einfluss 

der Niere und der Gewebe auf das Aarnpurir Salas (apoaereatecenak ener ten availa 
KOMATSU, Saiemnu and UEDA, Hipenosuxs. On the biochemical study of 

the ripening of the Kaki-fruit. IL.......-.-.--+- ss eee ee rete eee 


KOMATSU, Suraeru and UEDA, Hrpryosuxe and ISHIMASA, Morano. On 
the biochemical study of the ripening of the Kali-frnit. Ill. Chemical 
composition of the cured fruit ....-.. 1... 5s eee eee ee eee eee eens 

KOMATSU, SHIGERU and UKDA, Hurpenosusn, On the biochemical study 
of the ripening of the Kagi-fruit. IV. Chemistry of the curing process .. 

HUIGASHI, Surcmzo. Serologische Untersuchungen iiber das Himoglobin mit 
besonderer Beriicksichtigung der praktischen Verwendbarkeit des “Himog- 
lobinopriizipiting 7 0c. 1. 12s ee eee eee e etre eee e cece cere ere ae cece 


283 


291 


301 


399 


IV Contents 


KAGEURA, Naomr. Uber den Einfluss der Hiweizs-Fettdiiit auf den Kehl- 
enhydratstoffwechsel ..  ........ an Rapin nu eee PEATE SS ex Sina oc 
HONDA, Misao. Untersuchungen des Harns Gavaritien meen jUBL, Miele 
TADOKORO, Trrsutaro. The antagonistic action between salts on tke surface 

tension of organic colloidal jsolutiomy eee am ee oie oreo aiel = otelienstel=t tates hase 
LEVENE, P. A. and MEYER, G. M. Note on the article of Chisato Aibara 

On “SGilycolysisi? qeyet1s acts acre ieee Rete lca aerate rote Mans umnacon ot 
AIBARA, CuisAvo. Note of correction on my article on “ Glycolysis” ...... 


No. 3, Aprin, 1923. 


WATANABE, Hansuxn. Uber die Lipoidsubstanzen der Placenta in Verschi- 
edenen Schwangerschaftsmonaten mit Besonderer Beriicksichtigung threr 
Miengenverhiilimisse’.. ivo-yrsi oy seperate eters arekotete teeter keer et 

NAGAI, Kazuo. On the Autolysis of Pancreatic ve TS MARE pe ete eee 

KIKUCHI, Mirsuct. LBeitriige zam Purinstoffwechsel. IT. Uber die Bedeut- 
ung des Muskels als Quelle des endogenen Purins ........... OU ATe nee 

TODA, Suicerv. Beitrige zum Biologischen Studium der Orgnnischen Basen. 
I. Uber die organischen Basen im normalen Menschenharn ..... ee 

TODA, Suierrv. Beitrige zum Biologischen Studium der Organischen Basen. 
II. Uber die organischen Basen im Extraktivstoffe aus pflanzlich und 
tierischen’ (Naehrunssstofien, irste!) Mitteilung sn geese ste i ae 

TODA, Suicerv. Beitriige zum Biologischen Studium der Organischen Basen. 
Il. Uber die organischen Vasen im Extraktivstoffe aus pflanzlichen 
und tierischen Nahrungsstoffen. Zweite Mitteilung .................... 

TODA, Suicerv. Beitriige zum Biologischen Studium der Organischen Basen. 
Il. Uber die organischen Basen im Extraktivstoffe aus pflanzlichen und 
fierischen Nahrunesstoffen: Dritte Mittetumess 2. sa. 2. 2s ics ieee 

NAKANO, H. Beitriige zur Kenntnis der in den Harnsteinen Fnthaltenen 
RLS VAS EMO AS Y GCA ADs es Oana Mat ooueeOe of oadaac 

FUKUSHIMA, Kansur. Beitriige zur Glykolytischen Wirkung des Blates: Il. 
Mitteilung. Versuch bei den Warmblitern mit dem Phosphatgemisch . 

FUKUSHIMA, Kansai. Beitriige zur Glykolytischen Wirknng des Vlutes. III. 
Mitteilung. Versuch mit dem Zitratgemisch bei den Kaltbliitern ...... 

TADOKORO, TrtsutAro and NAKAMURA, YuxrrurKo. On some New Derivatives 
of the Bucose wets. sel Ve saiok sok reo rea tole: Sere er yee 

HARA, Moroyuxk1. On the Deer os of Ammonianin Bloods. ss eee 

TAKEDA, Masasr. Uber die Oberflachenaktiven Substanzen im Pathologischen 
Hare acacia ckinies similar SAC CARO PEGE ACT amie POOL OBOGOU oCno 

KOGANKI, Ryorcuz. Studies on the Acidproof Staining Property of Cephalin. . 

KODAMA, Krrzo. Studies on the Interaction Between Heavy Metal Salt and 
PPEORERIY 6 Se. e lane nvesaccve rater ede aioe tele oraber sae eRe ea ree cel ae lense serene ae 


UMEZAWA, Vemreae: The Effect on the Membrane Osmosis by the salt 
presenti 1m SOLVENES 225 caves cis cg aero cree ake erent ae eae 4 


sees 


. oft 


351 


361 


367 


368 


369 
399 


499 


417 


STUDIES OF AUTOLYSIS, 
By 
SHIN SHIMA. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, Tokyo Imperial 
University. Director: Prof. Samuro Kalkiuchi.) 


(Received for publication, July 7, 1922.) 


INTRODUCTORY. 


The questions of autolysis have been studied by many authors in various 
ways. It was found out the autolysis is inhibited or stopped by the alkaline 
reaction of medium (Schwiening 1894, Hedin and Rowland 1901, Levene 
and Stokey 1904, Hildebrand 1904, Wiener 1905, Drjewski 1906, Preti 
1907 and Kashiwabara 1912), while it is accelerated by acid reaction (Biondi 
1904, Hedin, Baer and Toeb 1905, Arinkin 1907, Yoshimoto 1907, 
Kashiwabara, Bradley 1915, Morse 1917, Dernby 1917 and Nakagawa 
1920). Hedin (1903) found that the spleen of ox contained at least two different 
proteolytic enzymes:—the one, “-protease,” acting mainly in an alkaline 
medium, and the other, “ 8-protease,” being active especially in an acid reaction. 
Morse (1916) concluded from his comparison of autolyzing activity with the 
hydrogen ion concentration of the tissue that the products of digestion entered 
into the reaction as true catalyser, and led to an autocatalytic phenomenon. He 
(1917) further observed in his study of the relation between autolysis of the spleen 
and hydrogen ion concontration that autolysis occurred where Py <7.08, but not 
in alkaline solution, and concluded that the a-protenase of Hedin was not an 
autolytic enzyme, but rather a heterolytic one of Jobling (1913-14), resident in 
the white blood cells. Dernby (1917) found that the mixed solution of trypsin 
and pepsin liquified gelatine at two optima, the one at about Py =3, and the 
other at about P; =8. The first must be due to the action of pepsin, the other 
of trypsid. When the mixture was, however, added to the boiled liver suspen- 
sion, there appeared only one optimum at about P;, =5—6 for the increase of 
amino nitrogen, just at the concentration of hydrogen ion which lies between the 
optima of pepsin and trypsin, showing that here both enzymes could act simul- 
taneously. He studied also the liquefaction of gelatin and the digestion of pept- 
one with yeast juice, suspensions of the liver, spleen, pancreas, stomach and 
leucocytes and proved the existence of a pepsin-like enzyme, optimum of which 
was about Py =3.5, and trypsin or erepsin-like enzyme, which acted at about 
‘Py =7.8 at most. He studied next the autolysis of the liver and spleen, and 
found the two optima, the one at Py =5.0—5.5 and the other at Py =7.8—7.9. By 
the autolysis of the pancreas the optimum was found only at Py; =7.8, but the 


digestion was found even in acid medium. He ‘proved then when a piece of 


2 S. Shima : 


tissue was first treated with weak acid and subsequently transferred into 
alkaline solution the autolysis proceeded much further than when the tissue had 
been started in alkaline ‘solution. This fact, shown previously by Hedin and 
Dochez (1910), was explained as follows: during the preliminary treatment in 
an acid solution the pepsin acted, and when transferred into the alkaline solution, 
action of pepsin was checked, while the trypsin worked now under optimum con- 
ditions, and digested the peptones formed by the action of pepsin far more. 
Then he concluded that in liver, spleen, pancreas and the mucous membrane of 
.the stomach there exist two sorts of proteolytic enzymes. One is the pepsin-like 
enzyme which splits native proteins to peptones (but not further) and for whose 
action the optimal hydrogen ion concentration in all cases was at about Py =3.5. 
The other is the type.of trypsin or erepsin that attacks only peptones, or 
peptides, and splits them into amino acid. The optimal hydrogem:ion concentra- 
tion for all these enzymes seemed to be about Py =7.8 and their actions are 
checked in a slightly acid solution. The optimum Py =5—6 by the autolysis 
signified that self decomposition was most rapid and complete when both types 
of enzymes could work simultaneously. Nakagawa (1920) studied the autolysis 
of the liver, kidney and spleen land the digestion of egg-white, casein, and peptone 
with the suspension of tissues in various hydrogen ion concentrations, and found 
that the optimum of the digestion was at Pa =4—5 in the case of tissue, egg- 
white and casein, and could not find another optimum in-an alkaline solution as 
did Dernby, while the optimal digestion of: the peptone by the tissue enzyme 
was found in a weak alkaline reaction. He could confirm Dernby’s finding 
that the autolysis was much accelerated when the tissue was treated with weak 
acid previously, but he got negative results in observing the two optima, as 
Dernby did, in the digestion with the mixture of pepsin and trypsin, but one 
Pa=7.7—8.3. He concluded therefore that the a-protease of! Hedin was indif- 
ferent to the autolysis, and the enzyme of the tissues must be a sort of phyto- 
protease different from pepsin and trypsin acting at Py=4—5 at most. Ascoli 
and Izar (1907-9) studied the influenca of the hydrosol of, silver, platinum, gold, 
palladium, arsen sulphide, mangan oxyde, iron hydroxyde and aluminium hydroxyde 
on the liver autolysis and found that the autolysis was accelerated by the addition 
of a small amount of all these hydrosols in spite of their opposite charge; but 
he also found that the addition of large amounts of them inhibited the autolysis, 
and their effect of acceleration was lost when they were heated. -Further they an- 
nounced, concerning the question as to how the hydrosols affected the acceleration 
of autolysis, that there could be three possibilites: either they could work zymo- 
excitatively or against the hypothetical substances, which paralysed or anticatalysed 
the action of the autolytic enzyme, antagonistically, or finally could exert a direct 
catalytic action on the protein. He denied the last possibility as the boiled liver 
pulp remained without any change. To determine which of the first two, their 
experiments were not enough to decide. In these it was observed that the ac- 
celerated action of silver hydrosol on the autolysis was inhibited or stopped by the 
addition of HCN, He(CN),, HgCly, C,0,H>, As.03, H;PO,, HNO, J», KCIO3, CS, and 
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CO, but was indifferent to the addition of NHyCl. They found moreover that 
electrically prepared colloid silver could, similarly whether stabilized or not, ac- 
celerate the liver autolysis; and that the accelerated action of non-stabilized Ag- 
sol on the autolysis was by the addition of defibrinized blood very strongly 
inhibited and even stopped, whilet he stabilized Ag-sol remained as strongly active 
as before. The relation of the blood serum to the action of Ag-sol; however, was 
not similar to that of the defibrinized blood, the influence of blood serum to the 
acceleration of Ag-sol on the autolysis being quite similar whether the sol was 
stabilized or not. The order in which the addition of Ag-sol and serum to the liver 
suspension was made, seemed to be quite significant. When the serum was added 
after the addition of Ag-sol. a strong acceleration of Ag-sol was found, but when 
the Ag-sol was added a short time after the blood serum was added, he found a 
quite unexpected result; namely that not only the acceleration of Ag-sol was mis- 
sed, but also there was an inhibition of autolysis observed. They announced that 
this inhibiting effect of the blood serum on the action of Ag-sol in the autolysis 
was similar, whether it was stabilized or not, and therefore they could not accept 
Iscoreso’s explanation (1907) that the cause of the ineffectiveness of the non- 
stabilized colloid on the living organism was the precipitating action of serum op 
it. They observed that the addition of NaCl-solution made no difference in the 
acceleration of the non-stabilized one. They found also that, while the minute 
amount of Ir, MnO:, Hg, Fe(OH)3, Cu, As2S3 and Ag in a colloidal state was enough 
for the great acceleration of autolytic: process, a remarkably greater amount of 
Pb, Al, Au, Pt and Pd-colloid was necessary to produce only a slight acceleration. 
Generally the elements of lighter atomic weight were much more effective than 
heavier ones. Preti (1908) studied the influence of neutral lead acetate and 
nitrate on the liver autolysis, and found autolysis was accelerated by the addition 
of the small amounts of them with the increase of the monoamino acid and the 
furin base, but that greater amounts inhibited the autolysis; and the lead 
acetate retarded in its certain concentration the autolysis and appeared to 
decrease the albumose. He also found later (1909) that the addition of a small 
amount of iron chloride, sulphate and oxarate, mangan chloride, sulphate, cobalt 
chloride and nitrate accelerated the autolysis, while the large amounts inhibited 
autolysis. Palladium chloride, calcium chloride, barium chloride, strontium 
chloride and bromide did not affect the autolysis, while cadmium chloride and 
zine sulphate inhibited it. And so he asserted that the influence of the salts on 
the autolysis was chiefly dependent on their cation and the anion modified only 
its principal reaction. Schapiro (1912) confirmed Preti’s work with salts of 
iron, connecting the liver necroses of pernicious anemia with the increase of 
iron deposited these as haemosiderin. Pollini (1912) also confirmed the results 
of Preti’s experiments by observing the effect of iron compounds. Izar (1909 ) 
found the various compounds—silver nitrate, nitrite, chlorate, acetate, carbonate, sul- 
phate, phosphate, fluoride, thiosulphate, albuminate and calcium silver cyanite 
and phenolsulphonate—accelerated the liver autolysis by the addition of small 
amounts of them and inhibited when added in greater amounts. The quantity of 
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silver, which accelerates the autolysis, was about equal, whether it was contained 
ih silver nitrate or silver hydrosol. He found in the accelerated autolysis an 
increase of purin base and a decrease of albumose, and the addition of minimal 
amounts of KCN, HNO; or CO did not influence -the accelerated action of 
AgNO; on the autolysis. He found also similar effects of arsen salts —As)03, 
Na HAsO3, CaHAsO; AHs305, K3AsOy, Ca(AsO,)2, AsCl3, AsBr3 and AsJ3—on the liver 
autolysis ; the quantity of arsen which accelerated the autolysis being about equal 
to that of arsen-hydrosol. However according to the amount of arsen needed to 
inhibit the autolysis, the arsen of the salts was greater than that in the hydrosol, and 
so he oppesed Foa and Aggazoti’s opinion that the poisonousnes$ of the arsen- 
sol is weaker than the dissolvable arsen salts. Hess and Saxl’s observation 
that arsen compounds inhibited the action of the autolysis, and Laqueur’s ob- 
servation that they had no effect on the autolysis, were faulty, since they did not 
observe the optimal concentrations. Amatsu (1913) observed that KCl and NaCl 
had no effect on the liver autolysis, but CaCli, SrCl, BaCh and MgCl accelerated 
the autolysis, and the addition of the NaCl or KCl inhibited the accelerated action 
of the calcium chloride; and he announced that he could not decide the different 
action of the salts depending whether on the difference of the electric charge of 
the cations or on the special action of the metallions. As to the anions he found 
that small amounts of J, Br,’ ClO,’ and Bo,’ accelerated the autolysis but: greater 
amounts of them inhibited it. POj/// had no effect on the autolysis and SO, 
inhibited it. Morinaka (1915) confirmed Amatsu’s work with CaCl, and found 
by the accelerated autolysis that the diamino acid, monoamino acid and purin base 
were far more increased than the control, but the percentage of the monoamino 
nitrogen to the total nitrogen was rather decreased and purinbase was decreased 
by the addition of 1% CaCl: solution in spite of the accelerated autolysis, and 
in the ammonium nitrogen there was no change. He found also Hg(CN)2 acc- 
elerated the liver autolysis and in the accelerated autolysis the diamino acid was 
greatly increased. Bradley and Morse (1915) found that the addition of MnCh + 
4H,0 accelerated the liver autolysis and that its optimal concentration was 10 %. 
Bradley (1915) found later that, when peptone, casein or boiled liver was. added 
to the system, which had attained after three weeks’ autolysis an approximate 
equiliblium, digestion had occurred and the addition of MnCl, had no effect on 
this digestion. Edestin, on the other hand, while it was not attacked by this 
system,) appeared to be digested upon the addition of MnCl. Albumin was not 
digested with or without the presence of MnCh, but was digested quite consider- 
ably in the presence of HCl. He asserted further that MnCl, had no activating 
effect on the tissue enzyme, but it acted wholly on the liver proteins and edestin, 
converting them into proteins which, like peptone and casein, are readily hydrolysed 
by the enzyme already present ; and the mechanism of the alteration with MnCly was 
not depending on the mangan ion but on the hydrogen ion which was produced 
by the hydrolysis of MnCl, because all of the soluble salts of manganese ir- 
vestigated accelerate and increase liver autolysis while phosphate which is 
practically insoluble did not, and the carbonate, which prevents the formation 
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of normal acidity of the liver pulp, inhibited the autolysis. Further a low 
eoncentration. of HCl accelerated the autolysis of liver and led to a shift 
equiliblium identical with that induced by the optimum concentration of Mn 
Cly. He explained that as ovalbumin was more resistent than edestin and liyer- 
protein, a weak acidity such as MnCl-solution was not sufficient, but a strong 
acidity such as HCl was needed to alter it noticeably. All of the salts mentioned 
as accelerating the autolysis were electrolytes which hydrolyzed in water by. the 
production of free hydrogen ions. Furthermore the salts of calcium, sodium. 
potassittm and magnesium, which were reported in many papers as haying no 
accelerating action on the autolysis were salts which did not develop acidity on 
dissolution in water. The reason why the hydrogen ion concentration of MnCl. re- 
quired was much less than that of the hydrochloric acid in producing the same 
effect on autolysis was that the fixation of the ions by proteins led to further 
hydrolysis of the salt by the production of more acid. Bradley and Taylor 
(1916) found also that carbon dioxide, phosphoric acid, monopotassium phosphate, 
colloidal ion hydroxyd and zine sulphate accelerated the autolysis, and the optimally 
accelerated hydrogen ion concentration of various acids was about Py, =6.00 ; eyanic 
acid had no effect ; dipotassium phosphate, calcium and mangan carbonate, zinc oxyd 
and sodium bicarbonate inhibited; and copper carbonate, sodium carbonate and 
hydroxyde and magnesium oxide stopped the autolysis. ‘Thus the agents of the 
acceleration of the autolysis acted to the substrate only and the accelerating action 
of the salts depended on the hydrogen ion concentration of their solution. And 
these authorities supposed that the non-available protein fraction might be a 
polymerized protein aggregate of large size, while the available protein fraction 
might be a dissociated protein salt, or a more highly dispersed colloid. If so then 
the charge on the colloid particles may, determine its availability. 


The most recent papers on autolysis which we have quoted 
above show that neither the nature of the autolytic enzymes nor 
the influence of the various agent; on the autolysis have yet been 
decided. Moreover, as there aie possibilities enough that two or 
more enzymes may compose the enzymic activity of tissue, we 
began this work with the desire to decide exactly the nature of 
the tissue enzymes. For this purpose the method of examining 
the influence of the hydrogen ion concentration on autolysis, as the 
former investigators had already done, was no doubt very useful. 
On the other hand, however, Michaelis and his co-workers 
proposed that enzymes are dissociated, activity depending on the 
degree of dissociation, and pepsin acts as cation (Michaelis and 
Meunderssoln 1914), while trypsin and erepsin are only effective 
as anion (Michaelis and ~Davidosohn 1911, Rona and 
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Arnheim 1913). If we assume that these enzymes and their 
substrate must first combine with each other, this process may be 
accelerated or retarded by an electric charge of the substrate. 
Therefore examination of the influence of the polyvalent ions on 
system must constitute another useful method. Thus we have 
examined in the following the influences of hydrogen ion concent- 
ration and salts on the autolysis to decide the nature of the tissue 
enzymes. 


Tur INFLUENCE OF THE BLOOD ON THE LivER AUTOLYSIS. 


Tt has been decided already by many authors, that though the 
blood autolyzed by itself, some inhibitive substance existing in the 
blood acts against the action of tissue enzymes. Preti (1907) 
compared the autolysis of two livers:—the one was washed free 
from blood, physiological salt’ solution being circulated through the 
vena portae of a rabbit, which was killed by carotis bleeding, and 
the other was the blood containing liver cf the rabbit, which was. 
nearly the same weight as the former and was killed by neck 
sting. He found that the blood-free liver autolyzed to a greater 
extent than the one containing blood, and so he concluded that 
the physiological salt solution washed away the inhibitive substance 
for autolysis. As we had observed, however, that the extent of 
the liver autolysis of two individuals of the same species did not 
coincide with each other, we examined the influence of the blood 
on autolysis in the same liver as follows: The liver of an ox con- 
taining blood was minced in a meat chopper. One part of it 
was ground in a mortar and strained through a finely woven cloth, 
and the other part was suspended in the toluenized 0.99% NaCl- 
solution, filtered through a cloth, and then washed repeatedly with 
the salt solution until the filtrate was water clear. The remaining 
ash was ground in a mortar and strained through a cloth as. 
before. Tach flask, containing 5.0 gm. of these pulps, 25 ce. of 
distilled water and lec. of toluene, with gum stopper, was kept 
i an incubator at 37°C. And in this way we compared the 
autolysis of blood-containing and blood-free liver pulps. The 
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amount of total nitrogen, amino nitrogen and non-coagulable 
nitrogen was determined by the method mentioned below. The 
results are shown in table I and Fig. 1. 


TABLE I. 


Experiment I. 


Total-N of the blood-containing samples was 136.20 mg, and that 
of. the blood-free ones was 102.40 mg,, 


| Increased per cent of increased per cent of 
amino-N to total-N. | non-coag-N to total-N. 
time in days teeorla a |_ 3 5 7 | 2 3 5 7 
blood-containing. 6.02) 18.77; 19.78) 25.65] 26.76] 14.70) 19.01) 23.66) 31.33] 34.55 
blood-free. 7.0. Sra 35.82| 35.92] 35.80] 42.87| 44.69) 51.71| 52.31 


Experiment II. 


Total-N of the blood-containing samples was 118.00 mg, and that 
of the blood-free ones was 65.16 mg. 

Dried substance of the blood-containing samples was 1.2156 g. 
and that of the blood-free ones was 0.7131 g. 


increased per cent of increased per cent of 
| amino-N to total-N. | non-coag-N to total-N. _ 
time in days. iy aS 7 1 i a ie: | ai 
blood-containing. 1.89: 2.16} 4.70} 4.83) 5.29) 2.37) 6.38) 6.54 8.09) 9.11 
blood-free. 10.94| 12.52) 13.53] 15.71] 15.94) 21.27| 23.83] 25.11 26.26] 26.29 
EMG ed 
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% of amino-N 


Increased 


© 
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As is clear from the table, the blood inhibited the liver 
autolysis obviously, it is better to use a tissue free from blood as 
the material t» study the nature of the tissue enzymes. 

GENERAL METHODS. 

Preprration of the liver pulp. The liver, which was obtained 
from a freshly killed normal ox in the slaughter house, was freed 
from the outer side and mincel in a meat chopper, and suspended 
in the toluenized 0.99% NaCl-solution and filtered through a cloth 
and washed with the salt solution repeatedly until the filtrate was 
water clear. The remaining mash was ground in a mortar and 
then strained through a finely-woven cloth. 

Procedure of autolysis. Livery 5.0 gm. of this very fine homo- 
genons palp was weighed in each flask and 25.0 ce. of dist. water 
or solution to be examined and 1.0ce. of toluene to prevent 
bacterial growth were added. All digestions were carried on in 
an incubator at 87°C. The progress of the enzymatic actions were 
followed in this way. In each Evlenmeyer flask 5.0 gm. Of liver pulp 
were introduced and all were pat in an incubator. Two Erlen- 
meyer flasks were taken out of the incubator after definite hours 
and the autolysis was checked by 10 minutes boiling. The 
coagulable protein was then precipitatel who'ly with addition of 
19% acetic acid (1-2 ce. according to the acidity of the samples) 
and 20 ce.-of saturated NaCl-solution in a steam bath at 100°C. 
After cooling, the whole mash was placed in a 100 cc. measuring 
flask quantitatively, the flask filled to the mark with the dist. 
water, then filtered with a dry filter. The coagulum was washed 
several times with the hot water and amount of the coagulable 
nitrogen was determined by Kjeldahl’s method. The amount of 
amino nitrogen was also determined by Van Slyke’s method with 
the filtrates. 

Txrnerexcr or Hyproaen Ion CoNcENTRATION ON THE 
Liver AvTorysis. 

A series of bafer solutions composed of acetie acid mixture and 

muinonia mixture of Michaclis was prepared all in the same 
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concentration, either of 1/3 normal or of 1/10 normal. 33 ce. of 
such buffer solution was put into the 100 cc. of the final liver pulp 


mixture. The results of experiments are given in the following 
tables (Table II and III) and Fig. 2. 


TABLE II. 


Total-N of the samples was 98.49 mg, 
Duration of the digestion was 86 hours. 


Se increased 97 of increased % of 
Py amino-N to non-coag-N to 
ie NaCH;,CO, total-N. total-N. 
64/1 2.94 25.5 46.1 
32/1 3.24 a3 48.3 
16/1 354 23.6 44.1 
sl 3.84 24.9 42.9 
4/1 4.14 24.9 444 
aU ST ee mer 30.1 “aay 
1/1 4.74 26.3 37.6 
1/2 5.05 24.8 361 
1/4 5.39 21.8 35.0 
: 1/8 5.66 18.5 28.1 
1/16 5.96 22,0 35.0 
1/32 6.25 23.6 40.1 
1/64 6.55 27.8 42.3 
1/128 68 | 199 279 
1/256 fise | 23.3 34.1 
NH,OH 
_-—CNELCI 
1/128 7.29 24.7 23.7 
1/64 7.59 21.9 35.5 
1/32 7.99 15.8 33.8 
1/16 8.2) 13.7 185 
1/8 8.59 74 9.6 
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TABLE II. 


Total-N of the samples was 83.77 mg. 
Duration of the digestion was 36 hours 


CH3CO.H. increased % of increased 9% of 
Pu amino-N to non-coag-N to 
the total-N. the total-N. 
64/1 2.94 29.8 59.9 
32/1 3.24 33.1 = 62.0 
16/1 3.54 - 29.8 56.2 
8/1 3.84 in 28.8 51.2 
4/1 4.14 30.2 56.2 
2/1 4.44 31.1 | 58.2 
1/1 4.74 25.2 45.8 
1/2 5.05 24.0 39.8 
1/4 5.39 22.7 37.1 
1/8 5.66 26.3 ks 39.8 
1/16 5.96 29.0 42.8 
1/32 6.25 32.4 44.9 
1/64 6.55 24.7 37.1 
1/128 6.85 24.7 36.5 
1/256 7.15 20.9 29.1 
NH,OH 
NH,Cl 
1/128 7.29 25.6 alk 
1/64 7.59 19.4 39.1 
1/32 7.99 17.8 34.5 
1/16 8.29 11.7 27.1 
1/8 $59 5.7 16.4 
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Increased oof amino-N, 


As is clear from the above table we get the favourable condi- 
tion at four hydrogen ion concentrations—that is at 3.24, 4.44, 
6.55 or 6.25 and 7.29. 


INFLUENCE oF CARBON DIOXIDE, HyDROGEN AND OXYGEN 
GAS ON THE LIVER AUTOLYSIS. 


Each flask, containing 5.0gm. of liver pulp, 25.0 cc. of dist. 
water and 2.0 ce. of toluene, was fitted with caoutchouc stoppers, 
which were bored with two glass tubes, the one reaching to the 
bottom of the flask, the other only piercing the stopper. The 
longer glass tube of each flask was connected with the shorter one 
of the other flask by means of a rubber tube. They were then 
placed in an incubator at 37°C. and the carbondioxyde gas, which 
was washed through NaHCoO,-solution and toluene, or hydrogen 
gas, which was washed through CuSO,-solution, potassium perman- 
ganate solution and toluene successively, or oxygen gas, which 
was washed through dist. water and toluene, was bubbled through 
che first longer glass tube during the process of digestion. The 
last shorter glass tuke was connected with the water pump to 
suck the gas easily. The result was as follows: 
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Fig. 3. 


Increased % of amiao- N, 


Increased en of amino-N 


Increased % of 


As indicated in the table, carbondioxide accelerated the 
autolysis, just as was reported by Yoshimoto and Bradley & 
Taylor. On the other hand a current of hydrogen and oxygen 
gas through the digestive mass inhibited the autolysis. 
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EFFECT OF SALTS ON THE LIVER AUTOLYSIS. 


All salts used in these experiments were purified by myself and 
were entirely free from accompanying impurities. Each salt was 
added in increasing amount to the liver pulp and after 24 hours 
digestion, total nitrogen, non-coagulable- and amino-nitrogen of 
the mixture were determined, the results of which are shown in 
the following tables (VII-XV) and figures (6 and 7). 

TABLE VIL. 


Total-N of the samples was 82.30 mg., and the duration of the digestion 
was 24 hours. 


amino-N. non-coag-N. 
concentration SS 
of NaCl in increase or increase or 
mol. increased %, decrease for | increased %. decrease for 
control. control. 

0 23.19 0 41.62 0 
1/1024 22.97 —0.22 41.28 —0.34 
1/512 22.47 —0.72 41.28 —0.34 
1/256 22.97 —0.22 41.20 —0.42 
1/128 23.15 —0.04 39.83 —1.79 

1/64 22.86 —0.33 40.43 —1.19 
1/32 19.07 —4.12 38.40 — 2.22 
1/16 18.89 —4.30 37.46 —4.16 
1/8 17.61 —5.58 38.08 | —3.54 
1/4 16.87 —6.32 34.22 —3.41 


1/2 11.74 —11.45 34.22 —7.40 
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Total-N of the samples was 96.83 mg., and the duration of the 
digestion was 24 hours. 


concentration See non-cong Ns; 
of KCl in increase Or increase or 
mol. increased %. | decrease for | increased %.| decrease for 
control. control. 
0 19.43 0 27.17 0 
1/64 15.65 —3.78 22.17 —5.00 
1/32 10.58 —8.85 21.43 —5.74 
1/16 8.93 — 10.50 19.23 —T7.94 
1/8 7.46 .—11.97 18.02 —9.15 
1/4 5.35 —14.08 16.62 —10.55 
1/2 3.86 —15.57 4.45 — 22.72 
1 3.86 —15.57 5.78 — 21.38 
TABLE IX. 
Total-N of the sample was 93.93 mg., and the duration of 
digestion was 24 hours. 
amino-N. non-coag-N. 


concentration of 


MgCl, in increase or increase Or 
mol. increased 9%. | decrease for | increased 9%. | decrease for 
control. control. 

0 13.19 0 23.12 0 
1/100 3.84 —9.35 12.2) —10,92 
1/50 4.49 —8.70 13.42 —9.70 
1/20 6.59 — 6.60 14.70 —8.42 
a 1/10 8.44 —4.75 15.74 —7.38 
1/5 9.06 —4.13 20.29 —2.83 
1/2 8.75 —4.44 26.03 42.91 
il 6.99 —6,.20 24,93 +179 
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TABLE X. 


Total-N of the samples was 86.64 mg., and the duration of 
digestion was 24 hour. 


concentration of ihe, sin non-coag-N. 
BaCl, in increase or increase or 
mol. increased %. | decrease for | increased %. | decrease for 
control. control. 
0 19.06 0 52.40 0 
1/4096 12.03 —7.03 16.59 —15.81 
1/2048 13.67 —5.30 21.94 —10.46 
1/1024 12.56 — 6.50 16.59 —15.81 
1/512 7.36 —11.70 4.77 — 27.63 
1/256 4.78 —14.28 7.25 — 25.15 
1/128 6.94 —12.12 8.93 — 23.47 
1/64 8.23 —10.83 11.48 —20.92 
1/32 6.36 —12.70 12.24 — 20.16 
1/16 6.36 —12.70 14.29 —18.11 
1/8 6.80 —12.26 17.35 —15.05 
1/4 5.46 —13.60 17.86 —14.54 
1/2 5.65 —13.41 17.65 —14.85 
TABLE XI. 


Total-N of the samples was 91.26mg., and the duration of 
digestion was 24 hours. 


concentration of amino-N. non-coag-N. A 
CaCl, in increase Or Increase or 
mol. increased %. | decrease for | increased %.| decrease for 
control. control. 
0 2.75 0 4.85 0 
1/100 2.27 —0.48 3.36 —1.49 
1/50 2.91 +0.16 6.04 +1.19 
1/20 4,21 +1.46 TAL + 2.26 
1/10 4.86 +211 11.83 +6.98 
1/5 | 8.43 +5.68 17.87 +13.02 
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TABLE XIL 
Total-N of the samples was 72.71 mg, and 


digestion was 24 hours. 


the duration of 


amino-N. non-coag-N. 
concentration 
a aoe 2 Eu increase or ; | ieovenes Or 
increased %.| decrease | increased 9%. | decrease for 
for control. contiol. 
0 7.52 0 5.93 | 0 
1/16384 4.2 6.94 —0.58 : 6.18 +0.20 
1/ 8192 3 8.12 +0.€0 8.90 + 2.92 
ity 4096 an Teel ‘ 45.69 964 | +3.66 
1/ 2018 a 14.35 +6.83 12.93 46.93 
1/ 1024 . 17..2 49.60 14.07 48,09 
oT, 512 4.1 17.38 +9.86 18.07 +12.09 
1/ 256 es 27.52 + 20.00 44.11 Sesser 
Lyf 1123 4.0 32.89 Seay E 44.75 +3877 
1/64 3.9 28.72 + 21.20 41.62 + 35.64 
1/ 32 3.8 23.12 415.65 37,00 431.02 
1/ 16 3,6 12.23 44.71 19.28 +13.30 
1/ 8 3.4 9.81 2129 20.04 +14.06 
Controlled investigations with hydrochloric acid. 
4.2 9.14 +1.62 6.64 + 0.06 
4.1 10.22 + 2.10 6.74 +0.76 
4.0 10.62 +3.10 9.45 +3.47 
3.9 11.02 +3.50 7.72 +1.74 
3.8 11.61 +4.09 8.51 42.53 
36 | 14.04 +6.52 1118 | +5.20. 
3.4 14.43 +6.9L 11.76 +5.78 
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TABLE XIII 


To al-N of the samples was 87.90 mg, and the duration of 
digestion was 24 hours. 


conasntention of amino-N. non-coag-N. 
Na,SO, in increase or increase or 
mol. inc.eased 9%. | decrease for | increased %. | decrease for 
4 control control. 
0 7 16.64 0 31.73 0 

1/128 23 32 +668 35.63 +3.95 
1/64 anes 22.34 +570 37.58 +5.85 
1/32 22.81 +617 37.18 +5.45 
1/16 st 7.52 —9.12 7.04 — 2.69 
1/8 7.84 —889 11.15 — 29.58 

1/4 6.19 —10.45 1.87 — 29,86 

1/2 9.47 —T7.17 10.18 -- 21.55 

i/1 5.57 —11.07 6.96 | 94.97 

“TABLE XIV. 


Total-N of the samples was 103.20 mg., and the duration of 
digestion was 24 hours. 


concentration of 
Na-citrate in 


amino-N 


non-coag-N, 


increase or 


increase or 


mol. increased 9%. | decrease for | increased 9%. | decrease for 
control. control. 

0 16.95 0 24.77 ae 
1/6640 22.09 +5.14 38.82 +14.05 
1/8320 22.10 +5,15 39.72 +14.95 
1/4160 19.87 +2.92 34.21 411.44 
=e 1/2080 23.29 46.34 36.96 +12.19 
; 1/1040 17.66 +0.71 28.01 +3.24 
4/5200 16.81 —0.14 30.23 +546 
1/260 15.53 ST ee ee + 4.20 
1/130 14.41 —2.54 25.26 +0.49 
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TABLE XV. 


Tolal-N of the samples was 92.15 mg., and the duration of 
digestion was 24 hours 


amino-N. non-Coag-N 
concentration 
of Na,(FeCN,) increace or increase or 
in mol. increased %. | decrease for | increased 9%. | decrease for 
control. control. 

0 8.80 0 10.35 0 
1/4096 16.48 +7.68 23.24 +12.89 
1/2048 16:62 +7.82 26.28 +15,93 
1/1024 18.42 +9.61 32.82 +22.48 

1/512 10.37 +1.57 13.07 +2.72 
1/256 6.66 —2.14 10.18 —0.17 
1/128 6.80 —2.09 8.97 —1.38: 
1/64 5.38 —3.42 a 99 +1.64 
1/32 3.29 sol 18.55 +8.20 
1/16 2.96 —5.84 38.78 +28.43 
1/8 2.44 —6 36 46.50 436.15 


As will be seen from the tables, the main effect of the salts 
on the liver autolysis can be summarized as follows: 

1. Sodium chloride is in the yery diluted solution almost 
indifferent, while in more concentrated solution (1/32 mol or 
higher up) it inhibits the autolysis. This result accorded with 
Preti’s and Amatsu’s work, although the concentrations, where 
it begins to inhibit the autolysis, are quite different from others. 

2. Potassium chloride inhibited the liver autolysis, though the 
inhibition gradually diminished proportionally to the dilution, yet 
at the concentration of 1/64 mol the inhibition was quite obvious. 
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These results are opposed to Amatsu’s report which showed no 
influence at the concentration of 0.5 per cent. 

3. Both magnesium chloride and barium chloride inhibited in 
all concentrations the liver autolysis, and these results oppose 
Amatsu’s which showed acceleration. 

4. Calcium chloride accelerated the liver autolysis at fairly 
concentrated solution. This result accorded with Amatsu’s and 
opposed Preti’s which showed no influence. He drew a wrong 
conclusion from the experiments where the concentration of salt 
was always too diluted such as 1/2500-1/125 mol. 

5. Aluminium chloride accelerated the liver autolysis exceed- 
ingly and this result accorded with Preti’s. As the aluminium 
chloride solution was acidic, we made control-experiments with the 
hydrochloric acid solution of the same acidity which was estimated 
by indicator method. 

6. Sodium sulphate accelerated the liver autolysis in the 
dilute concentration. This result opposed Preti’s, which showed 
no influence, and Amatsu’s which showed inhibition. 

7. Sodium citrate accelerated the liver autolysis in the dilute 
concentration, always in the case of non-coagulable nitrogen, while 
in the cases of the amino nitrogen, there was a decrease at 
relatively concentrated solution. 

8. Sodium ferrocyanite accelerated the liver autolysis, and so 
far as non-coagulable nitrogen was concerned, while in the cases 
of the amino nitrogen it was decreased already at fairly dilute 
concentration. 


INFLUENCE OF THE SALTS ON THE AUTOLYSIS 
OF THE SAME LIVER. 


To confirm the above experiments of the influence of salts on 
the liver autolysis, we examined the influence of all salts used above 
on the same rabbit liver, which was freed from blood by passing 
the sterilized physiological NaCl-solution at 37°C. through vena 
portae. The result is shown in the following table (XVI). 
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TABLE XVI 


Total-N of the samples was 99.84mg., and the duration of 


digestion was 24 hours. 


L amino-N. non-coag-N. 
concentration of i 
ee ; increase or increase or 
: increased %. | decrease for | increased %. | decrease for 
control. control. 

0 33 87 0 35.37 0 
1/32 NaCl 31.00 — 2.87 29.16 —6.21 
1/32 KCl 32,15 melee 32.56 —2.81 
1/32 MgCl, 28.15 —5.72 29.48 —5.89 
1/82 BaCh 25.55 —-8.32 25.23 —10.14 
1/32 CaCl, 35.12 + 1.25 37.89 +2.52 
1/32 AICI; 35.73 +1.86 51.07 Sealey) 
1/32 Na2SO, 40.21 +6.34 £1.63 +16.26 
1/2048 ani. 

aa otorate 34.43 +0.56 36.93 +1.56 
1/2048 ‘ re 
Nay(EFeCNs) 36.19 + 2.32 36.73 + 1.36 


As is clear from this table, sodium chloride, potassium chloride, 
magnesium chloride and barium chloride all inhibited the liver 
autolysis, and calcium chloride, aluminium chloride, sodium sulphate, 
sobium citrate and sodium ferrocyanide accelerated it, although in 
the case of sodium citrate and ferrocyanide the concentration was 
too large to show the acceleration. 


CONCLUSION. 


In the four optima of hydrogen ion concentration of the liver 
autolysis above mentioned, Pu=3.24 may be the acidity at which 
the protease acts most, while Pa=7.29 is the optimul acidity for 
peptase, and Pu=4.44 and 6.55 or 6.25 should be the optima 
where both enzymes can work simultaneously. The former should 
be more favourable for protease, and the latter for peptase. 
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The passing of the carbondioxide gas through the digest 
mixture makes it slightly acidic and accelerates the autolysis, on 
the other hand the current of the oxygen or hydrogen gas drives 
out the volatile acid, which is formed during the autolysis, they 
tend to decrease the acidity in the digest, and inhibit the 
autolysis. 

Although it seems strange that polyvalent cations and anions, 
Which act usually antagonistically to each other, both accelerate 
the liver autolysis, this is not inconsistent when we assume the 
existence of two enzymes as follows: The active pepsin has as 
cation a positive charge (Michaels and Menderssohn), and the 
optimal digestion of pepsin is in an acid medium. In the acid 
solution, however, the protein takes also a partly positive charge, 
as the positively charged active pepsin can hardly unite with the 
positive charged protein ion, it is probahle that pepsin digests the 
protein after uniting with the non-dissociated protein molecule. 
The added polyvalent anion may give a negative charge to the 
non-dissociated protein molecule and lets the union of the latter and 
the positively charged pepsin take place easily, and thus accelerates 
the digestion in the autolysis. As, on the other hand, the active 
erepsin has a negative charge (Rona and Arnheim) and a part 
of the protein negatively charged in the alkaline reaction, it seems 
to be quite reasonable to assume that the erepsin digests the 
protein after uniting with the non-dissociated protein molecule, 
this phenomenon being assisted by the added polyvalent cations, 
which charge the non-dissociated protein molecule positively. This 
explanation of the mechanism of the action of proteolysis is 
corroborated by my experiment showing the influence of sodium 
citrate and ferrocyanite :—viz. that the increase of non-coagulable 
nitrogen is found at the coucentration of these salts where the 
production of the amino nitrogen decreases, indicating that in this 
concentration they promote the pepsic digestion but inhibit the 
erepsic action., And moreover Pons (1907) reported once that 
sodium sulphate and magnesium sulphate ‘accelerated the pepsic 
digestion, and Kruger (1909) also observed that the halogen 
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salts of calcium and magnesium inhibited the pepsic digestion, 
while Kudo (1909) showed that sulphate ion inhibited the 
tryptic action. All these reports coincide with our view. Magnesium 
and barium ion seem to act poisonously in some way or other to 
the enzyme and inhibit the autolysis. 


SUMMARY. 


According to our foregoing experiments concerning the accele- 
ration of the liver autolysis by either polyvalent anions or cations 
and the existence of many optimal hydrogen ion concentrations it 
can be stated positively that there are at least two enzymes in 
the tissues instead of, as some authors believe, only one enzyme. 


I acknowledge a debt of gratitude to Prof. S. Kakiuehi who 
kindly gave me much guidance in this work. 
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INTRODUCTION. 


It is deeply to be regretted that there are only a few results 
from the chemical study of pollen, owing to the difficulty of its 
collection, in spite of it being very important for the investigation 
of the physiology of pollen. Therefore, I have continued my 
investigation along this line since the year 1920, one part of the 
results obtained, using corn pollen as the sample, being published 
in the Journal of the Society of Agriculture and Forestry, Sapporo, 
Japan (S. Miyake 1919, 1921). 

The results of experiments attempted for the same purpose, 
were lately announced by R. J. Anderson and W. K. Kulp 
(1922), that of showing the approximate composition of pollen from 
three varieties of corn, giving a complete analysis of the ash of 
pollen and indicating the presence of two phosphatides, inosite, 
1-proline and choline in corn pollen. As I have isolated phytos- 
terol and also i-inosite from the one variety of corn pollen by 
continuing my study on the chemical composition of it in the 
year 1922, I am publishing this report. The nature of carbohy- 
drates of corn pollen which are being studied at present, will be 
reported elsewhere at a future date. 

It is my pleasant duty to acknowledge here my indebtedness 
to Prof. K. Oshima and Prof. K. Miyake for their kind direc- 
tions and valuable suggestions during the course of my experiments. 
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EXPERIMENTAL. 
The sample used. 


The sample was collected from a variety of Dent Corn (Southern 
Horse Tooth) planted at Sapporo, Hokkaido, Japan, in August 
1921 and 1922. 

The corn tassels which were cut off as the pollensacs were 
opening, were put into a bottle that was filled with water, laid 
on parchment paper on the floor, and allowed t > stand for several 
days, occasionally shaking out the pollen. 

The part used to find the general composition, was weighed 
into the drying tube as soon a3 it was gathered and dried at 98°C 
in a boiling water oven to avoid its vigorous Enzyme action (S. 
Miyake 1919). Another part was kept in ether so as to inves- 
tigate another chemical composition of corn pollen. 

The composition of the pollen which was used in this inves- 
tigation, was as follows. 


0 
Moisture 43.49 
Crude protein 14.33 
Crude fat 1.55 
Crude fibre 5.12 
Crude ash 79 
Nitrogen free extract 33.79 
Pure protain 10.32 
Starch 16.19 
Dextrin 0.80 
Reducing sugar (as glucos2) 0.59 
Non-reducing sugar 7.80 
Pentosan 5.73: 


Lsolation of Phytosterol. 


The ether extract separated by filtration from the steeped 
sample was dried, the ether being recovered by distillation. The 
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remaining fat residue produced abundant stellate crystals after 
standing 2 days. This residue was saponified according to the 
usual method, being boiled with alcoholic potash on a water ath. 
The alcohol was then evaporated off completely from this saponifi- 
ed solution. This residue was dissolved in water, from which the 
unsaponifiable portion was extracted with ether. The crystals that 
were obtained by evaporating ether from this extract, were 
dissolved in hot absolute alcohol and purified with animal charcoal 
and the alcohol removed by evaporation, white crystals being left 
as residue. 

These crystals, when purified by repeated recrystallization from 
absolute alcohol until they had a constant melting point, showed 
the following properties : 

1) They melted at 137.5°C. 

2) They were easily soluble in ether, chloroform, benezene, 
and carbon disulphide, sparingly soluble in cold alcohol, but 
readily in hot. 

3) They crystallized from 90 per cent alcohol with one molecule 
of water. 

4) They crystallized from alcohol and ether formed needle 
shaped crystals. 

5) Their acetate melted at 131°C. This was separated by 
carefully heating the crystals with 2 to 3e¢.c. of acetic anhydride 
over a direct flame until the liquid boiled, the remaining acetic 
anhydride being evaporated off over a water bath. The residue 
was then recrystallized two or three times from a small quantity 
of absolute alcohol. 

6) The colour reactions of these crystals were as follows : 

a) The crystals became rose red when wet with a few drops 
of concentrated sulphuric acide and turned then to a blue colour 
when an iodine solution was added to this mixture. (See Haas 
and Hill, 1913). 

b) Salkowski’s Reaction (1872):—A few mg. of erystals were 
dissolved in about 2 ce. of chloroform and then shaken with an 
equal bulk of strong sulphuric acid. The chloroform quickly 
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became light brown. The sulphuric acid which separated from 
the chloroform presented a distinct fluorescence. 

c) Liebermann’s Reaction (1885):—A few mg. of crystals 
were dissolved in 2ce. of chloroform, 20 drops acetic anhydride 
were added to this solution and then a single drop of concentrat- 
ed sulphuric acid. Immediately, a violet pink colour developed. 

These properties show that the crystal was phytosterol. 


Isolation of Inosite. 


The pollen residue which was obtained by drying the residue of 
ether extraction, was placed in a large litre flask, 3 litres of 90 
per cent alcohol were added and the mixture was heated on a 
boiling water bath under a reflux condenser for 3 hours. It was 
then filtered on a Buchner funnel and washed with 90 per cent 
alcohol. These operations were repeated three times with fresh 
portions of alcohol. The pollen residue was dried and stored for 
further investigation. 

These alcohol extracts were concentrated in vacuum to a small 
volume, and replaced in a porcelain basin on a boiling water bath 
to reduce it to a syrupy condition. The syrup thus obtained, was 
purifed first with 80 per cent alcohol and then with 95 per cent 
alcohol. The method of purification was as follows; to the syrup 
in a well dried flask, alcohol solution was added little by little 
until no more precipitate was produced and well shaken. The 
mixture was allowed t» stand for a day and then filtered. The 
filtrate was distilled under a partial vacuum and made into a syrup. 

This syrup was again treated with alcohol. After the syrup 
thus purified, was allowed to stand for two weeks, there were 
found many board shaped crystals. The syrup was, therefore, 
dissolved in a little quantity of 80 per cent alcohol and the 
crystals were separated out, filtering with ,a Buchner filter. 
The filtrate was again evaporated to a syrup. ‘The crystals were 
dissolyed in a small quantity of water and purified with animal 
charcoal. To this filtrate was added absolute alcohol until the 
crystals reformed. The crystals were then filtzred. This treatment 
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was repeated 3 times. At last a pure white crystal was produced 
which had a constant melting point and a constant form. 

The properties of this crystal were as follows: 

-~ 1) It melted at 225°C. 

2) It crystallized into monoclinic crystals from cold alcohol 
solution and ‘into needles from hot alcohol solution. 

3) It was very soluble in water but hardly soluble in alcohol 
solution. 

4) It had a sweet taste. 

5) The water solution of this crystal precipitated white 
colloidal precipitates, when basic lead acetate solution was 
added. 

6) The water solution of this crystal produced a silver mirror, 
when heated with ammoniacal silver solution in a boiling water 
bath. But it did not reduce Fehling’s solution. 

7) When Galloi’s reagent (1865) was added to a few mg. 
of the crystals in a porcelain basin and evaporated on a boiling 
water bath, it formed red spots. 

8) On addition of a few cc. of nitric acid to the crystals, the 
mixture was evaporated to dryness and ammoniacal barium 
chloride solution was added. ‘The resulting solution gave a rose 
red colour (Scherer, 1850). 

9) To a few meg. of the crystals in a porcelain basin 1 ce. 
of water was added and the solution evaporated to dryness on a 
boiling water bath. After being heated on a direct flame, the 
residue was mixed with 3-4cc. of glacial acetic acid, 0.5 cc. of 
water and one drop of 10 per cent strontium acetate solution. 
The mixture, when evaporated on a boiling water bath, gave a 
red colour (Seidel, 1887). 

10) The mixture of 0.5 gm. of this crystal, 2.5 cc. of acetic 
anhydrite and a few mg. of zine chloride in a test tube was 
slowly heated and then boiled. This mixture was immediately 
poured into 20cc. of water and stirred with a glass rod. At 
first, it produced a syrup, but this changed soon to a mass ot 
erystals. After purification with alcohol, these crystals melted at 
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215°C. They were easily soluble in hot alcohol solution but in- 
soluble in water. 

11) The water solution of these erystals did not show any 
rotatory power. 

For analysis, the crystals were dried at 105°C. and the results 
were as follows: 

0.1 gm. sudstance; 0.2520 gm. CO, 0.050 gm. HO. 
% % % 

Caleulated for Inosite C. 63.7 H. 6.1. O. 25.2 

Found CrGS:3e) He G2 OF 2500 

The molecular weight of this crystal was 178, calculated from 
the depression of the freezing point, using Beckman’s apparatus. 
This almost coincides with the molecular weight of inosite (180). 

Thus it was proved, this crystal was i-Inosite. 

The residue which remained after extracting the pollen with 
alcohol, was extracted again with water. After the part of dextrin 
was removed by the addition of about equal quantity of 98 per 
cent alcohol from this water extract, the crystals of inosite were 
also obtained by further addition of alcohol. 


SUMMARY. 


In this investigation the general composition of corn pollen 
was determined and the isolation of i-inosite and phytosterol were 
obtained. 
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STUDIES IN THE GASTRIC JUICE. 


= IV. On the pyloric juice. 
By 


MAKI TAKATA. 
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(Received for publication, July 13, 1922). 


In my previous paper (1922) I was able to demonstrate that 
a number of enzymes is present in the empty ‘stomach juice of the 
dog. The present article contains results of investigations dealing 
with enzymes occuring in thé pyloric juice. At the same time 
some of its physical and chemical properties were studied. 

The pyloric juice examined was obtained from the small stomachs 
with nerves intact, made in the pyloric region of the dog’s stomach. 
In examining microscopically the small pieces of mucous membrane 
which were cut off purposely during the operation, a few glands 
carrying some delomorphic cells were found sporadically in the 
border. Accordingly a little of fundus glands must have been en- 
closed in our small stomach. But their number was, indeed, very 
small, so that they, perhaps, did not interfere with the results of 
experiments at all, as may be seen from the fact that hydrochloric 
acid was not once detected in the secretion. A pouch of smaller 
size did not give a sufficient amount of secretion for the experiments. 

As stated by Schemiakine (1904) and Ivy (1919), the se- 
cretion of the pyloric region is more or less continuous. The rate 
of secretion from the pyloric pouch of my dogs was frora 0.5 to 1 
ce. per hour. Little increase in amount could be observed towards 
the end of the gastric digestion, contradictory to the statement of 
Heidenhain (1878) and Cohnheim (1907). 

The pyloric juice of the dog is a thick, viscid, faintly alkaline 
liquid, containing mucin flakes in suspension. Acid reaction observed 


34 M. Takata : 


by Contejean (1893) is presumably owing to the gastric juice 
admixed. 

The specific gravity is from 1.009 to 1.012 at 18°. 

The concentration of hydrogen ions, weasured by the gas chain 
method at room t:mperature on fifteen different samples, was found 
to be between 107° and 4x 107°. 

In order to ascertain the average composition, several collections 
from different dogs and at different times were united. In this way 
80 ce. of the pyloric juice were obtained and analyzed in the usual 
manner. The results are given in Table I. 


TABLE I. 


Average composition of the pyloric juice of the dog. 


— 


Water 97.72 
Dry residue 1.88 
Ash 0:94 
Na 0,24 
K 0.06 
Ca 0.013 
Mg 0.006 
Fe Trace 
Cl 0.53 
Ss 0.004 
P- 0.02 


For the-purpose of detecting the hydrochloric acid several lots 
of the pyloric juice were evaporated with barium carbonate, or a 
mixture of sodium carbonate and lime, then incinerated, and the 
remainder was treated as usual with silver nitrate. No trace of 
hydrochloric acid was found to be contained, in agreement with the 
results of Akerman (1895). 


ENZYMES. 
Pepsin. 


We have now sufficient data to allow us to accept that the 
pyloric glands would yield an enzyme of the peptic character, 
though Glaessner (1902), besides some older investigators, failed 
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to detect it in the extract of Pyloric mucous membrane. The pyloric 
juice of my dogs too, when acidified with hydrochloric acid acted u pon 
fibrin and egg-white. The digestion proceeded most rapidly in pre- 
sence of two to three per thousand of hydrochloric acid. Neither in 
the state in which it was secreted nor mixed with varying amounts 
of sodium carbonate it was found to be active. 


Rennin. 


Researches of most ‘of the authors who examined the pyloric 
sécretion on rennin gave the positive results. If the ability of the 
gastric juice to clot milk, as numerous authors believe, be merely 
due to the action of pepsin, it must naturally be considered as : 
necessiry consequence of occurrence of the same enzyme in the 
secretion ; it does not. seam to be worth a further examivation on 
the subject. This latter view, however, cannot be regarded yet 
as proven. On the contrary, there are sevious objections raised 
against it. Besides, Kresteff (1910) believes that the pyloric 
juice o. the dog is inert, while that of the rabbit and guinea pig 
can produce marked clotting. Further, according to Glaessnei 
(1902), both pepsin and rennin are lacking in the mucous men- 
brane of the pyloric part of the stomach of pigs. 

Therefore, I have carried out some experiments following chiefly 
the direction of Wohlgemuth for determining rennin and found 
that the pyloric juice of all of the dogs employed was capable of 


effecting weak but distinct clotting of milk. 
Tigds?. 


Examining the mucous membrane of the stomach of yarions 
animals, Klug (1894) stated that no lipase may be produced by 
the pyloric glands. Volhard (1901) observed that extracts of the 
mucous membrane of the pyloric portion had only very slight fat- 
splitting properties, differing from that of the fundus portion. 
Then Fromme (1906) concluded that the production of the gastric 
lipase is restricted to the fundus glands, the pyloric mucosa contain- 


ing no trace of the enzyme. 
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However, recently I have been able to demonstrate that the 
dog’s pyloric juice contains a lipase (1921). The following experi- 
ments will adduce further evidence. 


TABLE II. 


To 10 cc. of a saturated solution of tributyrin 0.5cc. of the pyloric juice of 
Dog was added and the mixture was left in an incubator at 38°, with thymol as 
an antiseptic. After the 14 hours’ digestion the reaction mixture was titrated 
with 0.1N NaOH, phenolphtalein being used as an indicator. 


Amount Amount Amount of 0.1N NaOH 
of of used for neutralizing fatty 
pyloric juice. tributyrin. acids liberated. 
ce. CG. ce. 
0.5 10 2.65 
0.5 (boiled) 10 0 
TABLE IIL. 


A digestive mixture was made of 60cc. of a saturated tributyrin solution, 1 
cc. of the pyloric juice of Dog K and a little of thymol, and kept at 38° in an 
incubator. A certain amount was pipetted out of the mixture from time to 
time and subjected to the determination of surface tension by aid of a stalagmometer 
of Traube. 


Test. Number of drops after digestion for 
Xo. 0’ 30/ 60/ 120/ 180’ 
A, 78 G7 76 TA. 73 
IL 78 76 74 

TABLE IV. 


lcc. of the pyloric juice of Dog N was added to 10 cc. of an emulsion of fat 
globules prepared from fresh milk, allowed to stand for 8 hours at 38°, thymol 
being used as antiseptica, and after the addition of 30 cc. of a mixture of ether 
and alcohol ‘ew :1) titrated. 
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Amount Amount Amount of 0.1 N NaOH 
of ag of used for neutralizing fatty 
pyloric juice. emulsion. acids liberated. 
ce. ce. ce. 
1 10 0.4 
1 10 0.38 
1 (boiled) 10 0 
TABLE Y. 


Action on egg lecithin. Lecithin employed was a pure laboratory preparation. 
Two per cent emulsion of the lecithin and the pyloric juice of Dog N were 
mixed ; the mixture was incubated. in presence of thymol for 24 hours at 38°, and 
then titrated. 


Amount Amount Amount of 0.1 N NaOH 
of aa of used for neutralizing fatty 
pyloric juice. emulsion. acids liberated. 
CC. ce, ce, 
| 
1 5 0.03 
1 (boiled) 5 0 


From the above results it is obvious that the pyloric juice of 
the dog can act upon fats, but hardly attacks pure lecithin. 


Nuclease. 


Little attention has been paid heretofore to the action of the pylo- 
ric juice upon nucleic acids. 

In the following experiments, the pyloric juica of Dog M, 
diluted five times and filtered, was allowed to act on a two per cent 
solution of sodium triticonucleinate (E. Merck) which was purificd 
by repeatedly precipitating by means of alcohol, in presence of 
toluene for’ 24 hours. At the beginning and the end of digestion 
the rotation of the mixture was determined ina 1 dm. tube. The 
difference between the two readings may be a measure of the ad- 


vance cleavage. 
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TABLE VI. 
Pyloric Sodium oe : 

Exp. ee Water. : Initial Final 
No. ee ad cc, Se ait rotation. rotation. 

5 39 +1.36° 4+1.05° 
1 5 30 eet Gomes ten ye 

5 c0 —0.01° —0.01° 

4 39 Sena +0.97° 
7 4 30 41,51° 41.43° 


The above results would show us that an enzyme acting upon 
nucleic acid is contained in the dog’s pyloric juice. The amount 
present, however, is small. 


Peptase. 


Erepsin has been shown by Vernon (1904) and others to be 
present in the gastric mucous membrane. Bergman (1906) who 
has obtained similar results in the experiments on the rabbit's 
stomach is of opinion that the pseudopepsin of Glaessner might 
be nothing else but erepsin. 

This set of experiments was undertaken with a view to seeing 
whether the enzyme which has been found to exist in the mucous 
membrane of the pyloric part, never appears in the secretion, as 
asserted by Cohnheim (1907), its principal seat of action is 
within the cells. For this purpose a solution of peptone which 
was prepared from Witte’s peptone by treating it with ammonium 
sulphate and tannic acid, was submitted to the action of pyloric 
juice of Dog M. The antiseptic adopted was thymol. And the 
determination of changes occurring in the peptone molecules was 
effected by estimating the rotation before and after digestion. In- 
cubation of the pyloric juice by itself produced no visible change. 

* Subsequently, 2 cc. of the filtered pyloric juice of Dog K were 
allowed to act upon 5 cc. of a half per cent solution of peptone. 
Another 2 cc. of the same juice, after having been boiled for a time, 
were incubated likewise with 5 cc. of the peptcne solution. At the 
end of the forty-eighth hour of incubation both the mixtures were. 
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TABLE VII. 
Pyloric Solution Rotation after digestion through 
juice. of peptone. Remarks. 
~ Cc. Ce. Ob 15h 24h 48h 
5 10 (1/2%) | —0.16°| —0.15° Faintly alkaline 
5 29 ( 1.9) | —0.28° —0,27° | —0 24° Neutral 


freed from proteins by heat coagulation and then subjected to a 
colorimetric examination dependent on the biuret reaction. 
the two liquids however there was no difference to be perceived. 

These results seem to show that in the pyloric juice of the dog 
erepsin, if any, might be present in mere traces only. 


Between 


Amylase. 


In connection with amylase in the pylovic secretion of the dog, 
the opinion of earlier investigators has been divided. Heidenhain 
(1878) and Klug (1894) held that no amylase is furnished by the 
pyloric glands, whilst Kresteff (1900) believed that the pyloric 
juice possesses a very slight amylolytic action upon starch. 

The following experiments were carried out so that the pyloric 
juice to be examined was allowed to act on a solution of soluble 
starch, Kahlbaum, at 38°; at certain intervals an adequate por- 
tion was taken out, proteins were removed, and the iodine «und the 
reduction test performed. 


TABLE VIIL 
Reducing power 
‘ at the end of 
Py. aoe see Todine reaction after experiment Re- 
"bapa Nl i a ota digestion through corresponds to | marks 
ay a gm. glucose per 
100 ee. 
0/ 5/ 107 30/ 
0.5 20 (1/2%)| Blue Red Yellow Yellow 1.65 Deg K 
O/ 5/ 20 = 607-1207 
1  |10(19%)] Blue Blue Blue “Red Yellow 5.08 Dog K 
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TABLE IX. 


Experiments carried out according mainly to the direction of Wohlgemuth 
except that the juice was diluted with Ringer’s solution. 


Results after 24 hours’ digestion. 
Doge, | Tyee Rema 
Todine reaction. | Reducing power. 
1 1.0 Yellow 
2 0.5 Brown 
3 0,25 Red Dog M 
4 0.125 Bluish-red 
5 0.062 Blue 380 
Don =2() 
6 0.031 » 
ti 0,016 ” 
8 0.003 ” 
il 1.0 Yellow Very strong 
2 05 » Strong 
3 0.25 “4 B Dog N 
L 0.125 Brown oe 
5 0.062 Bluish-red Weak 3g0 
: BY Se 
6 0.031 , & 
7 0.016 Blue Trace 
8 | 0.008 » Negative 


Tt is t> be noted further that I have been able to detact amy- 
Jase in the pyloric juice of Dog L and N by adopting the capillar 
method of Gruss (1912). 

Phere can be no doubt as to the existence of starch-splitting 
enzyme in the deg’s pyloric juice. 
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Sucrase. 


The detection of sucrase was made in the following manner. 
A_ solution (1 9) of pure saccharose, Kahlbaum, was incubated 
with the pyloric juice and a little thymol, and by following changes 


in the rotation during digestion the inverting action of the juice 
was determined. 


TABLE X. 
Pyloric Ringer’s Saccharose Rotation after R 
juice. solution. solution. ei 

ce. ce. ce, Ob 15h 40b marks. 
10 

(4 times ° 5 

diluted with 2 0 OU UC ie we 
Ringer’s 

solution. ) Do3 M 

= 10 20 +0.47°| +0.47°} + 0.47° 
Oh 3b 16b 

5 5 10 +0.387°} +0.35°} +0.34°; Dog L 


The results obtained were rather inconclusive, but in the main, 
they seem to indicate that the pyloric juice of the dog is practically 
free from sucrase. 

As may be seen from the foregoing experiments, the pyloric 
juice contains the enzymes similar to those which have been found 
in the empty stomach juice. ‘Their quantitative relations, however, 
are not the same. Pepsin and lipase for instance, are much more 
concentrated in the empty stomach juice; amylase on the other 
hand is present in a smaller quantity in it, and so small that we may 
conclude with all probability that it is of no practical significance. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DAS ELEKTROMOTORI- 
SCHE VERHALTEN DER FROSCHHAUT. 


III. Untersuchungen iiber die Wirkung der Narkotika auf das 
elektromotorische Verhalten der Froschhaut.* 


Von 
KUNIHIKO HASHIDA. 
(Aus dem Physiologischen Institut, Kaiserliche Universitit, Tokyo.) 
(Hingegangen am 29. August 1922.) 
I. EQNLerrone. 


Dass die Ruhestréme der Froschhaut durch die Hinwirkung 
der Narkotika herabgesetzt werden, ist schon von Engelmann, 
Biedermann, Alcock und anderen konstatiert worden. Wie 
bei den meisten bisherigen Untersuchungen tber das normale e.m. 
Verhalten der Froschhaut mangelt hier auch, ausgenommen die 
Versuche von Alcock,** die Feststellung des zeitlichen Verlaufes 
der dabei auftretenden e.m. Veranderung ; ferner war die angewen- 
dete Ableitungsflissigkeit die physiologische Kochsalzlosung. 
Meiner Meinung nach ist das Verfoleen des zeitlichen Verlaufes 
absolut wichtig fur die genauere Analyse ther die Wirkung der 
Narkotika. Was die Untersuchungsbedingungen anbetrifit, muss 
es sehr vortzilhaft sein, eine verdtinnte Ableitungsflussigkeit, die 
am wirksamsten ist (Hashida, 1922, i, S. 37), zu brauchen, um 
damit einerseits die grosstmogliche e.m. Verinderung zu erzielen 
und anderseits die ,,schidigende Wirkung “ der konzentrierten 
Salzlosungen zu vermeiden. 

Wie in den vorigen Abhandlnngen gezeigt worden ist, kann 
man die Alkalisalze nach ihrer Wirkung auf das e.m. Verhalten 
der Froschhaut in zwei Gruppen einteilen, und zwar in schwach- 


* Uber die Entstehung den vorliegenden Arbeit s, diese Zeitschrift: Hashida, 


1922, i, S. 22. 
** Leider sind seine Untersuchungen nicht umfangreich genug. 
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und starkwirkende (Hashida, 1922, iyS. 36). Es ist sehr inter- 
essant festzustellen, ob die Narkotika gegen diese beiden Salzarten 
auf dieselbe Weise wirken, oder nicht. Mit derartigem Leitge- 
danken wurden die vorliegenden Untersuchungen angelegt und 
ausgefuhrt. 


Il. MerrTHopDIE. 


Die Versuchsanordnungen blieben dieselben wie in den vorigen Untersuchungen 
(Hashida, 1922, i, S. 23). \Als Ableitungsfliissigkeiten wurden NaCl- oder KCl- 
Lisung von 0.01 m. angewendet. (Vgl. Hashida, 1922, i, 5. 29). 

Die untersuchten Narkotika waren Athylalkohol, Ather, Chloroform, 'Thymol, 
Phenylurethan. Die schwer wasserléslichen Substanzen, wie Thymol, Phenylure- 
than, wurden in den Ableitungsfliissigkeiten bis zur Sittignng aufgelést. Solche 
Lésungen kamen ohne weiteres zur Anwendung oder wurden vor dem Gebrauch 
mit bestimmten Mengen der betreffenden Ableitungsflissigkeit verdimnt. Ather 
und Chloroform wurden entweder gesiittigt oder in bestimmten Konzentrationen 
aufgelést. 


III. VERSUCHSERGEBNISSE. 


Die Resultate der Untersuchungen sind zumteil in Tabellen I-IU, 

Fig. 1. und Tafeln I-XIIT wiederge- 

geben. Daraus kann man 

~30 zunichst zwei verschiedene 

Typen des zeitlichen Ver- 
laufes unterscheiden. 

“10 J]. Wenn eine narko- 

tikahaltige NaCl-Losung zur 

Ableitung angewendet wird, 

nachdem das Gleichgewicht 

mit narkotikafreier Losung 


lo 


+20 desselben Salzes einmal er- 
an reicht worden ist, beginnt 

: sofort ein Absteigen der E. 
AG M.K., d.h. eine ausstergende 


Veranderung derselben. Die 
Geschwindigkeit dieses Ab- 
steigens ist anfangs sehr 
gross, wird bald darauf kleiner, um sich bald wieder mu 


+50 o 30 50 70 


—— Minuten 


Elektromotor. Verhalten der Froschhaut. 45 


vergrossern. Die vergrdsserte Geschwindigkeit verkleinert sich 
wieder, immer langsamer, bis die E.M.K: endlich eine bestimmte 
Gleichgewichtslage erreicht. Das Verhiiltnis ist in der vorangeh- 
enden Figur gezeigt. 

Diesen Verlaufstypus triffi man nur bei Anwendung der NaCl- 
Losung, wenn die narkotische Wirkung stark genug ist (z. B. 
Kurven 1, 2, 3, Tafel I, und Kurven 1, 2, Tafel IT). 

Die anfangliche Verkleinerung der Geschwindigkeit dieser 
aussteigenden Veranderung ist desto ausgeprigter, je schwicher die 
narkotischen Wirkungen der Ableitungsflissigkeiten sind (vel. 
Kurve 2, 3, Tafel IZ), sodass bei sehr schwach narkotischen 
Lésungen die folgende Vergrosserung der Geschwindigkeit nicht 
mehr auftritt. Die Gleichgewichtslage wird fruher erreicht und 
der Umfang der Schwankung ist viel kleiner (vygl. Kurven 5, in 
Tafel IT). 

2. Bei Anwendung einer narkotikahaltigen KCl-Losung im 
gleichen Versuch tritt dagegen zuerst ein <Ansteigen der E.M.K., 
d.h. eine einsteigende Schwan- 
kung auf. Dieses anféngliche 
Ansteigen, das mit anfangs 
ape erosserer, dann allmihlich sich 
verkleinernder Geschwindigkeit 


isvite; 2k 


schnell einen Maximalwert cr- 

ane reicht, nimmt wieder anfangs 

schnell, spiter immer langsamer 

ab. Von einem folgenden. 

ls = Se o_.79__ Zeitpunkte an aber nimmt 

eek die Geschwindigkeit wieder 

zm und das Absteigen der 

E.M.K., erreicht endlich eine bestimmte Gleichgewichtslage, die 

mit der von Typus I in der gleichen Grdssenordnung steht. 

Das Verhiltnis wird in der obigen Figur anschaulich gemacht 
(vgl. Kurve 4 in Tafel II, Kurven 2, 3, 4, 5, in Tafel IIT). 

Das anfiingliche Ansteigen ist hier auch desto ausgeprigter, je 

schwiicher die narkotischen Wirkungen sind (vgl. Kurve 4, in 


MeV. 
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Tafel III), sodass bei sehr schwach narkotischen Lésungen das 
foleende Absteigen der E.M.K. nicht mehr zu Tage tritt. Das 
Ansteigen erreicht also in solchen Fillen eine Gleichgewichtslage, 
d.h. die E.M.K. der Froschhaut wird bei Anwendung einer 
schwach narkotischen KCl-Lésung dauernd gesteigert (vgl. Kurve 
8.in Tafel TI). 

Die Wirkung der Narkotika ist also bei allen Salzarten nicht 
dieselbe, und zwar tritt bei NaCl-Loésung eine aussteigende Ver- 
ainderung der E.M.K. mit variabler Geschwindigkeit auf, wihrend 
bei KCl-Lisung eine einsteigende Schwankung auttritt oder eine 
solche der aussteigenden vorangeht. 

3. Solche Verdnderungen sind nicht immer reversibel. Dies 
ist der Fall, wenn die narkotische Wirkung nicht zu stark ist, oder 
wenn das Einwirken der Narkotika frihzeitig aufgehoben wird. 

In den irreversiblen Fiillen tritt kaum eine Veriinderung der 
E.M.K. beim Wechsel der narkotikahaltigen Losung mit der 
narkotikafreien auf, ausgenommen kleine Schwankungen, die am 
Anfang des Wechsels auftreten (vgl. Kurven 1, 2, Tafel I, Kurven 
1-4 Tafel IIL). Ob diese kleinen Schwankungen wirklich auf 
das em. Verhalten der Haut zu beziehen sind, oder ob sie 
kunstliche Produkte sind, kann hier nicht entschieden werden. 
Dieser endliche Wert der E.M.K. ist in Grossenordnung gleich mit 
dem bei der toten Haut (Hashida, 1922, 2. S. 291). 

In den reversiblen Fiillen tritt bei denselben Versuchsanord- 
nungen eine qualitativ gleiche Verdinderung der E.M.K. auf, wie 
beim Einwirken der Narkotika, natirlich aber in umgekehrter 
Richtung (vgl. Kurve 4, in Tafel I, Kurven 3, 4, in Tafel II, und 
Kurve 6, in Tafel IT). 

Fs kommen auch Zwischenfiille vor, wo die E.M.K. einmal 
bis zu einem gewissen Grad absteigt, um dann wieder allméhlich 
den Stand irreversibler Falle zu erreichen. 

4. Wenn wir noch weiter eingehend die Versuchsergebnisse 


iberblicken, bemerken wir die folgenden Einzelheiten. 

a, Bei Anwendung der gesiittigten Chloroformlisung erreicht die e.m. Ver- 
inderung zuerst schnell einen Maximalwert, um dann wieder schnell zunehmend 
‘ine Gleichgewichtslage za erreichen. Es wire denkbar, das3 diese Besond erheit 
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auf Verfliichten des Chloroforms aus der Liésung zuriickzufiithren ist. Dass dies 
aber nicht der Fall ist, zeigt, dass man kein nochmaliges Absteigen der E. M.K. 
bemerkt, wenn man die eben gebrauchte Lisung mit der frisch gesittigten wechselt 
(vgl. Kurve 5, Tafel I). Die oben erwihnte Méglichkeit ist dadurch nicht ganz 
ausgeschlossen; jedoch ist die maximale irreversible Wirkung von Chloroform 
schon durch kleinere Konzentration erreichbar und die obige Tatsache muss wohl 
von anderen besonderen Wirkungen des Chloroforms bedingt sein, Dabei verhiilt 
es sich auch ganz gleich, sowohl bei NaCl-Lisung wie bei KCl-Lésung (vgl. 
Kurve 5, Tafel III). Bei Anwendung einer itherhaltigen Lisung tritt auch dieselbe 
Verinderung auf (vgl. Kurve 2, Tafel II). 

b. Beim Ersatz der itherhaltigen Lisung durch reine Salzlisung tritt ein 
Absteigen der EK. M. K. von neuem auf, um endlich den irreversiblen Zustand zu 
erreichen (vgl. Kurve 2, 5, in Tafel IL; Kurve 2, in Tafel III). Diese Tutsache 
findet man natiirlich nur bei starken Konzentrationen yon Ather. Bei kleineren 
Konzentrationen ist die Atherwirkung vollstindig reversibel (vgl. Kurve 3, 5 in 
Tafel IT). 

c. Beim Anwenden einer narkotikahaltigen NaCl-Lisung kommt manchma 1] 
im Anfang eine schnell verschwindende einsteigende Veriinderung der E.M.K., d.h. 
ein, Anstieg zu Tage (vgl. Kurve 4, in Tafel I). Ob es eine wirklich auftretende 
Veriinderung oder ein kimstliches Produkt ist, kémmen wir hier auch nicht 
entscheiden.* 


IV. VERSUCHE MIT NICHTNARKOTISCHEN ORGANISCHEN SUBSTANZEN. 


Die oben beschriebenen Verdnderungen treten aber nicht bei 
Anwendung ‘einer nichtnarkotischen organischen Verbindung, wie 
Zucker oder Harnstoff, auf, wie in den folgenden Untersuchungen 
gezeigt wird. 

Um einerseits den THinfluss des osmotischen Druckes und 
anderseits die Wirkung solcher organischen Substanz zu unter- 
suchen, wurden die. folgenden ungefahr isotonischen Losungen 
hergestellt. 


Rohrzucker in 0.092 m-NaCl Isctonische NaCl-Lésung 
0.17 m 
0.17 m/5 0.022 m 
0.17 m/10 0.012 m 
0.17 m/20 0.007 m 


* Uber die Wirkung der Narkotika auf das e.m. Verhalten der Froschhaut 
von der inneren Fliiche her wird in der folgenden Abhandlung mitgeteilt werden. 
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Zuerst wurde die reine NaCl-Losung angewendet und darauf die 
Zuckerlosungen, und dann kamen wieder reine NaCl-Losungen zur 
Anwendung, um zu sehen, ob das e.m. Verhalten der Haut durch 
Applikation der Zuckerlosung nachtréglich beeinflusst werden 
kann. Es ergab sich: 


NaCl 0.022 m +346 M.V. 
0.012 m 4297.45 ,, 
_ 0.007 m SIO }Sb any 
0S 0.002 m Ae 

Rohrzucker 1/20 Ot 

& 1/10 = JAE & 
% 1/5 ears nae 
re 1/1 +03 ,, 

NaCl 0.002 m = 0:65 
y 0.007 m +27.95 ,, 
. 0.012 m 436.48 ,, 
oy 0.022 m +416 ,, 


Man sieht, dass die rohrzuckerhaltigen NaCl-Losungen kleine, 
mit dem osmotischen Druck zunehmende befdrdernde Wirkung 
zeigen, die eine Zeit lang fortzudauern scheint, und im Vergleich 
mit der der isotonischen reinen NaCl-Losungen recht schwach ist. 
Daraus kann man’ ohne weiteres schliessen, dass der osmotische 
Druck der ableitenden Flissigkeit bei dem e.m. Verhalten der 
Froschhaut keine wesentliche Rolle spielt. Dass die Wirkung der 
rohrzuckerhaltigen Losungen mit der Konzentration deutlicher 
wird, ist durch folgende Untersuchung sicher gestellt : 


NaCl 0.1m +19.5 M.V. 
Rohrzucker in 0.01 m-NaCl 0.17 m/256 +18.35 M.Y. 
» 0.17 m/64 SP S05) ss 
» 0.17 m/16 pitis er. 
op 0.17 m/4 +1825 ,, 
A 0.17 m —645 , 
e 0.17 m/16 res 


NaCl 0.01 m Eton eee 
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Hier bemerkt man aber im Gegenteil zu dem vorigen Versuch 
eine befordernde Wirkung bei der kleineren Konzentration und 
eine herabsetzende bei der grésseren Konzentration des Rohrzuckers. 
Die Wirkung scheint hier auch eine Zeit lang fortzudauern, da 
die zweite Application yon 0.17 m/16 Rohrzuckerlisung und 
0.01 m-NaCl noch eine herabgesetzte E.M.K. verursacht. 

Mit Harnstoff wurden dieselben Experimente ausgefiihrt. Die 
gebrauchten Losungen waren : 


Harnstoff in 0,01 m-NaCl Isotonische NaCl-Lisung 
0.17 m 0.12 m 
0.17 m/64 0.0118 m 
0.17 m/16 0.0175 m 
0.17 m/4 0.04 m 


Die folgenden Resultate wurden erhalten : 


NaCl 0.01 m + 28.25 M.YV. 


” 0.04 m SHOS 2D 
Harnstoff in 0.01 m-NaCl 0.17 m/64 AtAD 5. 
A 0.17 m/16 OO as 

5 0.17 m/£ SS a wee 

” 0.17 m EO TON ae 


Man sieht also hier auch ganz kleine bef6rdernde Wirkung, 
die noch kleiner als die der Rohrzuckerlosung ist. 

Welche Wirkung solche Substanzen, besonders der Rohrzucker, 
dabei austiben, kann man hier wegen des Mangels an ‘T'atsachen- 
material nicht zeigen-* Wir k6nnen jedoch schliessen, dass 
solche Substanzen, d.h. nichtnarkotische organische Verbindungen, 
sich ganz anderes als Narkotika verhalten. 


* In solchen Fallen kann man an eine Miglichkeit einer Konkurrenz zwischen 
der osmotischen Wasseryerschiebung, das Verdriingen der wirksamen Substanz 
aus der Oberfliiche und der Herabsetzung des Dissoziationsgrades denken. Dies 
kann sich doch nur als eine Veriinderung der dabei itberwiegend herrschenden 
Salzwirkung jius crn. 
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Y. DISKUSSION DER ERGEBNISSE. 


Narkotika sind solche Substanzen, die Narkose hervorrufen kénnen. Es ist 
nun aber noch nicht ganz klar, was man heutzutage unter Narkose verstehen soll, 
Der Begriff der Narkose ist schwer definierbar, wie der der Funktion. Wir wollen 
sie deshalb vorliufig wie folet definieren : 

Das reversible Herabsetzen oder Verschwinden der Irritabilitit im weitern 
Sinne durch eine bestimmte physiko-chemische oder chemische Verinderung an 
den irritablen Organen nennt man Narkose. 

Ein irreversibles Herabsetzen oder Versehwinden der Irritabilitit darf man 
nicht Narkose nennen. Das ist schon lange betont (Lillie, Héber), und 
wir wollen diesen Punkt nicht weiter diskutieren, denn das ist eben Vergiftung 
oder Tod. Die Beschrinkung des Begriffes mit den Worten ,,eine bestimmte « 
ist angefiithrt worden zum Zweck, um die Narkose von den Lihmungen, d.h. 
Herabsetzen und Verschwinden der Irritabilitat iiberhaupt zu unterscheiden. Die 
Lihmung eines Muskels durch Einwirken von KCl oder Heraussangen der inter- 
fibrilliren Salze und anderes betrachten wir hier nicht als Narkose, denn nach 
Hiber (1906, S. 482) wird z.B. die Entwickelung des Kalistromes, welche mit 
der Kalilahmung’ parallel geht und wahrscheinlich von demselben zu grunde 
liegenden Prozess hervorgerufen wird, durch die Narkotika gehemmt. Was auch 
immer der wesentliche Prozess des Kalistromes und der Narkose sein mag, muss 
man so doch eine Gegensiitzlichkeit zwischen beiden Prozessen annehmen. Wir 
haben auch einen typischen Gegensatz der Wirkung auf das em. Verhalten der 
Froschhaut zwischen KCl und Phenylurethan kennen gelernt. Es ‘wire woh 
berechtigt, sich vorzustellen, dass alle Narkotika wahrscheinlich einen gemein- 
schaftlichen Physikochemismus oder Chemismus haben, obwohl wir ihn noch nicht 
konkret aussagen kjnnen. Ob man statt des Wortes ,, Irritabilitait “« das Wort 
,, Erregung “ brauchen soll, kénnen wir noch nicht entscheiden, da wir noch nicht 
wissen, ob die Narkose das Auslésen der Erregung oder die letztere selbst hemmt. 
Das Wort ,, Irritabilitét “ wird vorliufig gebraucht. 

Wir wissen aber, dass die Narkotika nicht allein die Narkose, sondern auch 
irreversible Lihmungen verursachen, wenn sie graduell oder zeitlich zu stark 
einwirken. Bevor solche Lihmungen zu stande kommen, muss aber der Zustand 
der Narkose einmal friither oder spiter durchpassiert werden: mit anderen 
Worten, wird eine irreversible: Lihmung durch Narkotika hervorgerufen, entweder 
durch Hinzuk»mmen eines heterogenen Prozesses zu dem der Narkose, indem die 
erstere spiter die letztere iiberwiegt ; oder durch Steigerung des der Narkose selbst 
za grunde liezgenden Prozesses. Aus den Untersuchungen iiber irreversible 
Lihmungen darf man also nicht allgemein und ohne weiteres auf das Wesen der 
Narkose schliessen wollen. Doch kinnte man wohl bei solchen Untersuchungen 
durch das Verfogen des zeitlichen Verlaufes notwendige Bedingungen der Narkose, 
wenn nicht das Wesen, erblicken, weil entweder der Anfangsteil des ganzen 
Prozesses nichts anderes als die Narkose selbst. sein oder der der Narkose zu 
grunde liegende Prozess .als eine Teilérscheinung dabei eine Rolle spielen soll. 
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Nun kénnen die Wirkungen der Narkotika von verschiendenen Seiten betrachtet 
werden, und zwar 1. die Stirke, 2. die Geschwindigkeit, 3. der Angriffspunkt, 4. 
die Art und Weise—die Vorbedingung und der wirkliche Mechanismus—, 5. die 
Begleiterscheinungen kénnen unsere Merkmale fiir Narkosenstudien sein. 

> Die Theorien iiber die Narkose, die bis heute aufgestellt worden sind, haben 
oft nur von einem oder einigen dieser Merkmale ihren Ausgang genommen. Sie 
sind deshalb manchmal zu beschriinkt, und meiner Meinung nach ist das eben 
der Grund fiir die Unvereinbarkeit der verschiedenen heutigen Theorien. Unsere 
Aufgabe ist, zu untersuchen, welche Bedingungen fiir die Narkose notwendig oder 
hinreichend sind, oder ob notwendige Bedingungen auch hinreichend sind, oder ob 
die Narkotika noch sonstige Bedingungsveriinderungen hervorrufen oder nicht, 
welchen Ausgangspunkt man auch wihlt. Fir diesen Zweck muss man nach 
obigen Merkmalen méglichst vielseitig und umfassend untersuchen, um eine 
Theorie fiir die Narkose auszubauen; von einem beschriinkten Ausgangspunkte 


aus kann man nicht eine umfassende Theorie ausbauen, und man muss auf 
falsche Deutung und Prisumption verfallen. 


Der Ausgangspunkt der Lipoidtheorie (Overton, Meyer) ist die Tatsache, 
dass zwischen der Lipoidlislichkeit und den Stirken der Wirkungen der Narkotika 
in bestimmten chemischen Serien ein Parallelismus beobachtet werden kann, und 
man behauptet, dass Angriffspunkt der Narkotika die Lipoide in den Zellen 
seien. Es ist ja unleugbar, dass die Lipoide eine wichtige Rolle bei der Narkose 
spielen, aber wir kénnen leider yon dieser Theorie aus nichts fiir den Mechanismus 
der Narkose erseben, Dennoch darf man nicht die grossen Leistungen}der Theorie 
fiir die Narkosenstudien deswegen geringer schiitzen. 

Die Theorie von Traube ist wohl viel umfassender. Seine Theorie hat 
ihren Asugangspunkt in zwei Beschaffenheiten der Narkotika. Die Oberflichen- 
aktivitiit hat zweifachen Zusammenhang mit unserem Merkmal, und zwar mit 
der Stiirke, und der Art und Weise; der Parallelismus zwischen der Oberfliichenakti- 
vitit der Narkotika und der Stiirke der Wirkung bietet uns gerade so wichtige 
Anhaltspunkte fiir die Narkosenstudien wie der zwischen der Lipoidlislichkeit 
und der Stiirke der Wirkung. Aber die Oberflichennktivitiit hat noch eine weitere 
wichtige Bedeutung, indem die ohne weiteres eine wahrscheinliche Bedingung fiir 
die Narkose nach dem Gibbs-Thomson’schen Gesetz ableiten lisst, d.h. die Idee 
des toten Raumes von Liebreich. Der tote Raum ist aber nichts anderes als die 
Verdriingung der wirksamen Substanz fiir Irritabilitiit oder Erregung selbst aus 
den Zellenoberfliichen durch die Narkotika. Es ist ja schon bekannt, dass die 
Narkotika die adsorbierte Substanz aus den Lésungen verdriingen (Rona und 
Michaelis, Rona und Téth, Berzeller und Hetényi). Dass die Substanz- 
verdriingung allein eine wichtige Rolle bei der Narkose spielen kann, zeigt uns 
schon das Verhalten des Rohrzuckermuskels, obwohl diese Lihmung nicht einfach 
mit der Narkose gleichzusetzen ist. Die niichstliegende Frage ist, ob diese 
Bedingung wirklich hinreichend ist, oder ob, wenn es der Fall wiire, kein anderer 
Vorgang dabei auftriite, weiter ob die beiden Vorgiinge in demselben Grad not- 
wendig sind, oder de; cine oler der andere cin2 wesentlichere Rolle spielt, 


OU 
bo 
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Der andere Ausgangspunkt der Theorie, der ,,Haftdruck,« beriihrt eben 
eine dieser Fragen. Bei der Narkose tritt noch ein weiterer Prozess auf, und 
zwar die Narkotika dringen in die Zellensubstanz hinein; dieser Faktor der Theorie 
hat die Bedeutung der Narkosenstudien in bezug auf die Geschwindigkeit der 
Wirkung von unserem Standpunkte aus betrachtet. In dieser Hinsicht hat die 
Traube’sche Theorie auch einen Zusammenhang mit der Lipoidtheorie, da man 
aus der letzteren ohne weiteres begreifen kann, dass eine leicht lésliche Substanz 
schnell in die Zellipoide eindringen kann. 

Nach Traube kommen aber nicht nur Lipoide, sondern auch Eiweisskolloide 
in Betracht: es wird behauptet, dass Eiweisskolloide durch Narkotika aufgequollen 
werden. Ob dies aber wirklich eine Rolle bei der Narkose spielt, bleibt noch eine 
offene Frage, da die Narkose und die morphologisch fassbare Wirkung der Nar- 
kotika sich nicht immer miteinander decken kémnen. Diese Fragen, die von 
unserem Standpunkte aus betrachtet sich auf den Angriffspunkt und die Art und 
Weise der Wirkung beziehen, miissen noch weiter studiert werden. 

Die Kolloidtheorie von Héber (1906, S. 492) ist von dem Angriffspunkte der 
Narkotika ausgegangen. Aus der Vorstellung, dass die Erregungsvorgiinge 
Kolloidprozesse seien, was sehr plausibel erscheint, schliesst er, dass die Narkose 
auch ein Kolloidprozess ist, da die Narkose ein Herabsetzen des Erregungsprozesses 
ist. Er stellt weiter vor, dass die Auflockerung der Plasmahaut, die bei der 
Erregung zu stande kommen soll, durch die Narkotika gehemmt wird. Diese 
Annahme findet aber einen Widerspruch in seiner Entwickelung der Theorie 
selbst: Nach Héber sollen die Narkotika sowohl die Auflockerung als auch die 
Verdichtung der Plasmahaut hemmen, da die Narkotika die Entwickelung der 
reguliren und auch der kontrareguliren Salzstr6me hemmen, welche nach ihm 
durch die Auflockerung resp. Verdichtung der Plasmahaut verursacht werden. 
Dieser Punkt bleibt in seiner Theorie immer noch unklar. Es ist fraglich, ob ein 
Prozess, welcher die Auflockerung der Plasmahaut hemmt, auch die Verdichtung 
derselben hemmen kann. Hiéber (1917) hat neuerdings die Idee des toten Raumes 
angenommen. Nach dieser Idee kann man nicht schwer die hemmenden Wirkun- 
gen der Narkotika auf die Entwickelung der Salzstréme begreifen. 

Es gibt noch eine wichtige Wirkung der Narkotika, die als ein Ausgangspunkt 
einer Theorie dienen kann: nimlich die Verinderung der Permeabilitit der 
Gewebe durch die Narkotika. Diese Permeabilitiitstheorie (Lillie, H. Meyer 
(1909), Héber (1907), Winterstein (1916) scheint mir als den wesentlichen 
Punkt der Narkose angreifend betrachtet werden zu kénnen (vgl. Has hida, 1922, 
2, 5. 298). Es wurde schon bewiesen, dass die Permeabiltat bei der Einwirkung 
der Narkotika im Anfang herabsgesetzt, aber spiter dagegen gesteigert wird 
(Osterhout, McClendon, J oel). Aus solchen Untersuchungen ist natiirlich 
bis jetzt nicht zu entscheiden, welche Phase des ganzen Verlaufes der Veriinderung 
der Permeabilitiit eigentlich die Narkose ausmacht, weil es dabei an Parallelyer- 
suchen durch Reizungen fehlt, und deswegen darf man nicht aus solchen Unter- 
suchungen ohne weiteres schliessen, sowohl dass das Herabsetzen der Permeabilitiit 
allein die Bedingung der Narkose ist, als auch dass die Steigerung der Permea- 
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bilitit der wesentliche Punkt der Narkose ist, zumal weil die Steigerung der 
Permeabilitiit auch in ihrem Anfangsstadium noch reversibel ist (Joel, 8. 48, 
Traube, 1908).* 

_ Die Urstickungstheorie von Verworn hat einen ganz anderen Ausgangs- 
punkt, dh. sie ist nicht aus den Merkmalen in bezug auf die Wirkung der 
Narkotika, sondern aus dem Zustand der Narkose selbst entwickelt, und zwar aus 
der Tatsache, dass der Sauerstoffmangel der Narkose sehr iihnliche Erfolge zeigt. 
Dass diese Theorie nicht in allen Fiillen giiltig ist, die Narkotika auch nicht 
oxydative Prozesse hemmen kénnen, ist schon lange hervorgehoben (vgl. Hérber 
1914, S. 462, Winterstein 1915). Die Oxydationshemmung bei der Narkose 
stellt sehr wahrscheinlicb eine Begleiterscheinung derselben dar, 


Also, wenn wir diejenigen Tatsachen, die die heutigen Theorien 
der Narkose als ihre Ausgangspunkte benititzen, zusammenfassen, 
konnen wir die Wirkungsweise der Narkotika folgenderweise 
auffassen: 1. Das Verdréngen der wirksamen Substanz aus der 
Zellenober fitiche, 2. das Kindringen in die Zelle, um dort (Plas- 
mahaut oder Zellmembran inbegriffen) irgend einen Kolloidprozess 
hervorzurufen. 

Aber wir wissen noch nicht, welche Verdnderunz in dem 
Zellinnern stattfinden wird, sondern nur, dass die Erfelge dieser 
Verdnderung als Permeabilititsverdinderung sich dussern, insofern 
sie auf das e.m. Verhalten eines Gewebes sich beziehend betrachtet 
werden kinnen. 

Also bei unseren Untersuchungen muss der erste Vorgang das 
Verdréngen der Salze aus der Oberfliche der Haut sein, und dann 
soll das e.m. Verhalten, das nach unserer Theorie wesentlich von 
der Adsorption des Salzes aus der Lisung bedingt ist, eine Ver- 
iinderung erleiden. Unsere Versuchsergebnisse, namlich das 
anfiingliche Herabsetzen der E.M.IX. beim Anwenden einer narko- 
tikahaltigen NaCl-Lésung, soll dieses Verhiltnis in Wirklichkeit 
gezeigt haben. Weiteres Herabsetzen der E.M.K. bedeuteS wahr- 
scheinlich die Folge des Eindringens der Narkotika in die Zellen- 
substanz, und zwar wird dadurch die Permeabilitiit der Haut in 
toto gesteigert. Nun wollen wir annehmen, dass das Eindringen 
schnell stattfindet, wiihrend die Verdinderung der Permeabilitat 


verhiiltnismiissig langsamer fortschreitet. Wenn es wirklich der 
Me 18 Tas oO Bt eee St a Ode OE 
* Val. Kurve 3, Tafel II. 
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Fall wire, mtssen die Narkotika die Innenflaiche der Zelle 
erreichen, bevor die Steigerung der Permeabilitét sich dussert, 
so dass das Adsorptionspotential an der finteren Oberflache der. 
Zelle (vgl. Hashida 1922, S. 55) dadurch auch herabgesetzt 
wird. Infolgedessen muss eine einsteigende Verdnderung der 
E.M.K. der Haut auftreten. LErst darauf oder zugleich kommt die 
Steigerung der Permeabilitat zu stande, und infolgedessen wird 
eine aussteigende Verdéinderung der E.M.K. hervorgerufen. Also 
treten durch Einwirken eines Narkotikums drei Veraénderungen der 
E.M.K auf, die sich beim Verfolgen natirlich als eine zusammen- 
gesetzte fassen lassen. Die folgende Figur stellt ein Schema dieses 
Verhaltnisses dar (Fig. 3). 


Fig. 4. 


Fig. 3. rT 


B. Verdriingung aus der iiusseren 


Tliche. 
C. Verdriingung aus der innere : 3 
Pacha: ae EE Sad i A Permeabilitiitsverminderung. 
D. Pe bilititastete e Lb. Verdringung aus der iiusseren Fliche. 
Ce C. Verdriingung aus der inneren Fliche. 
E.=B+C+D D. Permeabilitiitssteigerung. 


E.=A+B+C+D. 


Wir haben in Wirklichkeit solchen. Verlauf konstatiert (S. 44). 
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Wie oben erwahnt (S. 52), verursacht eine schwach narkotische 
Wirkung ein MHerabsetzen der Permeabilitit. Nach unserer 
Vorstellung muss dies ein Ansteigen des Adsorptionspotentials 
bedingen, da es uns vermuten lisst, dass die Adsorptionsfiihigkeit 
und Durchlassigkeit ein Gegenverhiltnis haben (vel. Hashida 
1922, i, S. 54). Das Ansteigen kann wohl desto grésser sein, je 
grosser die zur Zeit herrschende Durchlassigkeit ist, d.h. es ist 
viel kleiner bei NaCl-Losungen als bei KCl-Loésung, die die 
Haut durchlaéssig macht, so dass die anfingliche Verdinderung 
der E.M.K. bei Anwendung einer narkotikahaltigen KCl-Lésung 
in dem einsteigenden Sinne verursacht wird. Darauf folgende 
Verainderungen kann man sich als gleicharrtig wie beim Anwenden 
der NaCl-Losung vorstellen. Also hier treten vierfache Verdnder- 
ungen der E.M.K. auf, die sclematisch in der vorangchenden 
Figur dargestellt sind (Fig. 4). 

Daraus sieht man, dass die theoretische Ableitung mit den 
Versuchsergebnissen sehr gut tbereinstimmt. Wenn man den 
Fall, in dem nur Verdraingen aus der Zelloberfliche (bei NaCl- 
Losung) oder nur Herabsetzen der Permeabilitét (bei KCl-Losung) 
zi Tage kommt, annimmt, so kann man das Sachyerhaltnis bei 
der schwach narkotischex Wirkung (S. 46) ohne weiteres begreifen. 

Also konnen wir den typischen Verlauf der e.m. Verdinderuugen 

ei Einwirken der Narkotika auf die Froschhaut nach unserer 
Theorie in Vereinigung mit den herrschenden Kenntnissen uber 
die Wirkungsweise der Narkotika gut begreifen, und wir konnen 
uns danach den Verlauf der Narkotikawirkung selbst klar yorstellen. 

Wes die besonderen Wirkungen einzelner Narkotika betrifit, 
kovnen wir aber noch keine klare Vorstellung daftr beschafien. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Es wird gezeigt, a) dass die Wirkung der Narkotika aut 
das e.m. Verhalten der Froschhaut je uach der Salzart, die die 
Ableitungsfliissigkeit enthiilt, verschieden, und zwar beim Ableiten 
mit NaCl-Lésungen, die mehr negativierend wirken, wird die 
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Entwickelung der Ruhestr6me immer gehemmt, wihrend sie bei 
KCl-Lisung anfangs (quantitativ und zeitlich) befordert wird. 

b) Dabei nimmt die Verdinderung der E.M.K. ganz typischen 
zeitlichen Verlauf. 

c) Bei starker Konzentration der Narkotika wird der Ruhe- 
strom sowohl in NaCl- als auch in KCl-Losung vollstandig ver- 
nichtet, wiibrend er bei kleineren Konzentrationen einen Gleich- 
gewichtszustand, herabgesetzt resp. gesteigert, erreichen und in 
demselben verbleiben kann. 

2. In KEinzelheiten sind die Wirkungen bei verschiedenen 
Narkotika verschieden. 

3. Indifferente Nichtelektrolyte zeigen im grossen und ganzen 
nur kleine Wirkungen und verhalten sich ganz anders als die 
Narkotika. 

4. Der Verlauf der typischen zeitlichen Verdnderung kann 
sehr gut von dem Standpunkte des Adsorptionspotentials aus 
verstindlich gemacht werden. 
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TABELLE I rE: ae eee —18-71 Bb 41/30/7...... —22-63 
(Zu Kurve 1, Tafel I) PPE fee ee eet 
0/80/7...... —19-16 
= te ee BT dae —22-6 
Versuch Nr. 238. Q/10/"...... 19-48 
EN EOS ENE $Y Bite... vs 19-55 
7% Ather in 001m ee —19-55 BOV5O/7. 2... ~228 
NaCl Seer ee —19-75 er. 
35 30/ priipariert, in 0-01m 25/7 —in 0'0im 54/307. 20... — 22:95 
NaCl-Lésung einge- WaCl 
taucht. BT. — 22-55 
AD SOV a daisies + 56:38 (Ae eee —21°8 CAM i Repaie Bet. Sok —23:5 
Site eee A, +5634 ge eee —21-4 
20/...... in Ather SIG... 6s: = 21°15 
BOS icsmnc +29-7 dee eeth 21-1 5 gens sone —2t-4 
SAO. 5 reds +28:61 A/a aN Oye 
B2/50/7 «aie +15°65 hie See aes —21-15 
33/20/"...... +119 LO? rcnrey: —21-15 20/3 0/ 0am. —240 
SS ae + 8:86 
S5/15/7...... + 4:55 
SO arora oats + 17 A ahe SR de POS ADT EAE oe — 24-4 
Ae ee — 1-75 
BRE fe a0: — 3-96 
Ie ee — 634 18/20/7...... —21-45 TABELLE If 
AD aoe (Zu Kurve 2, Tafel I) 
oe yee — 9°65 
rr) Aeon ~10-8 Avie ac 218 Versuch Nr. 248. 
IS he oF 5 ~12-05 i a 21-85 7 19. Juni 1917. 
BAM os the —12:85 QG/OKI...... 21-95 5% Ather in 0:0lm 
457 BIT... —13-65 yee te hie NaCl-Lisung 
EUs AA ene —14:3 piel ee — 22-05 Qh 50/ pirpariert, in 0-01m 
ATAOLS oo oa « —149 DASE Se Sp a ee NaCl getaucht 
aa pea: o3 —15°3 30/15/7. 22... —22-15 3b 5/807. 20... +502 
ct: ee —159 CTR, Seep ent © 
TA gf ode ~16-45 San a — 22-25 
5S a ae —~16:83 = sell pe aan Ra age ete Q/1B/. +5051 
1. ae —1513 St Te ieee eae 40/40/...... in Ather 
GIs —17:38 35/5/70... —22:55 BIE vest +3404 
Ae es ck —17-67 SB eee ee toa BOI ast 427-57 
Bees rics acy —18-07 By (pt —2255 qa7407 2): 3. +1812 
5O/-5/ —18-32 THINS cee 416-48 
BV/IC/. es. —18-57 ASG? 20 
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Si MY oe SA ook 4+13:45 SHB 1077 een eee TABELLE III 
1 Cue eee ea, +11:°85 in 0'0im NaCl (Zu Kurve 4, Tafel I) 
16/VE os + 9-95 Siehhx ee ay —20°5 i ee 
WOES ee + 772 BO 5... —20-25 Versuch Nr. 139. 
iB aa +, 50 Ye deters, —19-85 3. Marz 1916. 
19715); + 2:05 Oia we eens —19-55 Phenylurethan, halb- 
20/10/...... — 0-25 BOLO. cans —19-36 gesattigt in 001m 
Df ae I ease — 2:35 4p 0/257... .. —19-26 NaCl 
Oe aoe ae = £6 Yc co eee in 0'01m NeCl 
Oar Pee — 6:83 I RL, A eee re ae +36-03 
Deus. Met = G07 VIO 040. —19-45 7. Uae aeece 3 435 83 
gt at oy eae — 99 ae eet —19-55 G97 BY... +3588 
Fe ae 114 B/IBI sca —19-95 93/20/7...... +35-78 
OTL eas —11-95 6/25/76... —20-2 QA/QV +35-63 
pagans Eom —12:85 Ae ees. 25/25/70... 435-63 
DEA) ee —13:55 SIG. ons —20°5 AB Sco ee: 
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ye eee —16-39 197 esse ee OST. os + 32°61 
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SOAS ieee —17:33 “sgl Sere ore —21-15 S0/Pa ee eee +-27-96 
STA 67k —17-62 1620/7... 2. =—911 eee ae +25-62 
Ls gen Sean —17-92 IUD > 3 oe Gees Dae +23-63 
So a re 1807 st ae re —27-1 ree 422-24 
S00Sa 2 —18-42 196 v5 oe ee a late Bea +21-04 
dD ilmsg See —18-66 OT pene eee —21-1 S5A ee +20-2 
CONES ae ie ao. : SB aed 4+19°55 
BS/S0M —19-04 : Cy ane eee +1886 
BA ai 5 ee aa ee De, Coates: —21-05 rie: oe een re em 418-18 
CRY MEE ove —19-25 : SO / ier 5 ne 417:73 
AGUEAS 5s 0a eee : AQKur eee pam +171 
LT Cae sees —196 OOP esate? —21-15 QI) Oye 1655 
BESS i SAS tuerecceteys : COs | Pe ar + 15-91 
49/307... —19:9 : 1a eee ae 415-42 
DOE eee ook eee : ANE oe sts 414-78 
Blige Ota — 290 Sitaen Aen —21:35 ABIOM Ss 41414 
BOLO. J. —20-1 WGOI se caeeen +13-69 
BSA Sirs alee —20-2 GU ae +13-2 
GAIAM a — 29-35 48/10/70... 412-71 
BDA. Ae ee — 20°35 AD ee hee 412-4 
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ANDO be irs. arhe +12-07 S29 (aera ea eee + 29-01 ONT = (ae eee —29-45 
Sh nes ove, oad are +11-68 BOG aes oon +30-2 Sime tein e4 —28:6 
BY eo goseuec +11-:38 Seep cd aes +30-95 Oe Pec aa —27-81 
DS eee etl-08, BPA) oan +31°61 CRED RAs oe —27-11 
SELON coos +10°89 Lege) 3. wee + 32-26 SES cree Se —26-71 
DB sac saae +10-69 Sees +3281 eet Sine: he —26-12 
56/ 5//.. «1. +10:54 eee +33-22 A ealon P e — 25-52 
SSIES enone +10-49 36/15//...... 433-52 ae Re — 25:32 
Nola Aor +10:3 OT AR- eh 433-82 Mo NOM ccs — 24:63 
SO sae cory ee: +10°15 te) ae epee 433-92 DGIO |. ose — 24:33 

Bi ORS n.a. +101 PO? a on. Boe. 434-22 WO. ones —24:03 

V/ ........ +10 05 MW roi Races: 434-42 AS SS Ss, —23 88 
PS ieee fea oa AUC og A + 34:82 UES nee ae — 23-63 
BE Sere + 9-75 AD (ea Se ee. + 84:72 CAD en oe — 23:43 
¢ PGES ER SVE ahs ABE eS + 34-82 PHUE Teie Seamer, —23 23 
eee cree + 9-65 AA mec: io se * 434-92 SPANOS Aaa —23°03 
Geaacteee + 9-6 Ee a ee, Bia EL aed — 22:93 
TAN de Pa a Oss TABELLE IV yA Ue Ae eae — 22°73 
x ~ / ne ot (Zu Kurve 5, Tafel I). i ; ae 
1 Oa seve ees se OH Versuch Nr. 136. in neu. Chlorof. 
20//in. .0'01 m NaCl 29. Febr. 1916. BO isnot — 22:53 
Ob niw ae + 89 Chloroform gesittigt HWM, occ = 22:53 
Me chy. ts + 9:35 im 0:01m NaCl DLO aie —22-24 
he ne TE OS in 0:04 m NaCl ZSASHEEe cate — 22:04 
DOG we eis te +10-69 4b §1/30/...... +51:29 1D a reratenvavess —21-04 
NG A saa +12:07 : SE ramos eeare —21-94 
Ue: Cie ein AO +13-64 : SFB iar PCL cara — 21:89 
LGA YA oe +15:27 il Seance 451-34 SDACe te Sane mesure! 
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UW 4 SGathuna +17-05 : in neu. Chlorof. 
Tt PEOYAAN mere +171 BODO... es 51:34 Bale fe aise ies, « —22:53 
19/ Rie cctal shar +16:9 SE OE Aaa er ts Soeric- dete — 22:53 
OO Seren ge +17:0 ... in Chloroform SA QOS Fecsoie — 22-44 
AOL: 5 ete eve +17:53 BAS ean +18:27 SOLO Lome. —22:39 
PAPE: of, SE +1837 TPA — 57 SGla rine — 22 34 
DE Rl nce + 20-15 DD Le eee te —15-42 37/5 ae — 22-14 
AN ae Alas aah + 21-74 SMe afer — 23-63 3 O71) aera — 21:94 
Dae se 423-38 DT ss —28°8 Roe Le ~21-79 
Odctareinretese?+ + 25-22 Olam Loree a —29 85 AOS pees —21:64 
DALE ES +26-76 6! BYP... 2 — 29°85 Oe ah A eee mrennate 
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5b Aas veces —21:14 oo A5/30/6. 4. +4744 A DBl ois ae sien —12:98 
SAO Gierie rene 2o— 2030 AGI a ate atre + 35-23 DET once oteia See 
SOOT Sieh —19-41 LOLs ent ae + 23°33 OD Taaisieis tase —22:98 
ASTISI ee. —18-79 L RSE SN ee ie +18-27 DOO eta aceis seralaete stare 
Gls eIers ey = —18-47 AOTNOM. nn wens +103 DIE Nemec alae —23 23 
OA ae are —18-08 be Saamboroone oll! Po ae ence —23'°33 
HOPE na tee — Alera SLs, we ~— 53 Po ae es vee 23°33 
57/20/7,......—17-48 Bea DIG nee ioe —10-1 SOS Lae oe cae 0-00 
BS i Gan eee —17-39 53 corctercke ~- —14:73 = 
5OGe se. cae eo BAG We sievacieseis —18-08 5 

GN OPW oo ane —17-48 Be ae Oe —20-15 33/35//, 2... — 23°33 

See aretere Sly: BGs es is es —21-89 E 
OLR. ree —17-63 BU de INI ee — 22:98 
Ort tes eee —17-78 | sie i= ieee — 23-78 a nee — 23-43 
GIA rane —17-98 OOM eee — 24-13 
VEL cto —18-08 Aly OG 5 05 24-38 
Cae eee —18 28 ane oe — 24-43 
Ce A aoe rar —18:37 DANE pee — 24-43 AWAD. 2 —23-53 
tot Aas hh ANA aie — 13°37 ia aie esos as — 24-43 
De See —18.47 Alfie cae Sellen — 24-23 
dO IEE cha —18-47 Dig taster 8 —24-18 Dele ee = PBS} 
TW Uae Site —18:47 6. en — 24-08 =— = 
1 Sense e —18-47 ipo Oi Bere — 24-03 TABELLE VI 
SY sees eee — 23:83 (Zu Kurve 2, Tafel ID 
Qh «aes es ede $$ 
Ofer ~ 23-68 Versuch Nr. 135. 
= See eae = ON Ai Ane nee 28. Febr. 1916. 
TABELLE V in O'0im-Nacl| 7% Ather in 0:01m 
(Zu Kurve 1, Tafel IT) i 24-73 NaCl-Lisung 
LOWE Roe — 24-63 in 001m NaCl 
Versuch Nr. 131. Ile ae ee eee — 24-43 BO!) OC8 WaPo coe 4+.39-85 
2L. Feb, 1916, ie ie — 23°83 LO ee vcks we Arcee +e9'85 
Thymol gesattigt in je ae Se ae —23°48 OO eynibs in Ather 
0-01m Nac! I ee Se sd Aes +31-71 
in 0'(0i1m NaCl 15/5 ee — 23-23 Bou ere +29-5 

35 40/107. 02... +57-62 ICE ee —23-13 BELOW. cree 429-2 
cf eM Mes st Ae Y TT lee eee — 23-03 SN averse + 24-23 
ADE ope cme Re =e Behe eee ees — 23-03 ATR Gs 2 Abo + 20-75 
CN PEA et 5.20 OLED ees —22-98 Big esas +1818 
LUMAR Ei oe + 57-67 Zire Ate — 22-98 GIES Ise ave +15-66 
Ae Sere ee + 57-67 Qe eee — 22-98 HRM Sor an at-e +13-0 


25/7...) ee hymol Pea PEE ne to ste 8 nw oe 10°79 


Elektromotor. Verhalten der 


Froschhaut. 65 


OE YES ees: + 8-1 BB BOM os no's — 235 TABELLE VIL 
Lee et, + 62 BUAasaeoe =r (Zu Kurve 4, Tafel IL) 
ibe ep 4+ 4:31 46/10/7...... = 6:2 a : 
UAE NE Tne + 265 LG aie Re — 9:85 Versuch Nr. 1380. 
Tot eee ee + 1:18 ASHOIE ge aire —13-55 16. Febr, 1916. 
OSG ae + 0-15 AOE sc on ah —14:83 Phenylurethan gesat- 
gt A Ca — 0-55 Beate. tee —1591 tigt in 0°Olm KCl 
GANG ees — 0-78 BiB ie —16 95 in 0-:0im KCl 
arent ee — 0:88 Oa oe a te —17-58 roel fe + 63 
A RSTED eat Oem, te 0:98 NY AY Soe —17-98 9/107. ..0.. + 6-25 
OL Sey eRe — 0-98 iS Re Ae —18-57 LOYA nae coe + 25 
Ae eR An — 0-98 55 eee Ol SUZ, sates srereratcestetres me 
Dates ieuictes — 0-93 ANOS ye —1916 in Phenylurethan 
QQ/15/7...... — 0:88 sy (eee —19:31 DO epee A 4+ 412 
PVM 5.5 ae — 0-78 BO er tins —19-41 TA Ws tp re + 9-6 
Va ht ee, San RAN Gide ae ee —19-16 Pa eHe, hon +11-28 
5 ae eet re = OF/ GMO? ee. oes —19-75 Te +1133 
Gade ee = Os i Ogee era —19-80 DOE Kon cls +10-79 
DTU Cee bake —s (N83 AST ey —19:95 gs aed ees + 98 
OSTIe aE es =— 02 BUS eens —20-05 Nar 5 oe + 8-65 
OTOL. — 00 AIABII, So's —20-15 BL Fg Shes + 81 
30 Bae ee er + 00 Bg ees crs —20-15 G25 A rteiaere say 
Op? BS eee tues Ort (UIA aan — 20-20 Ci Sg ee + 7-65 
BN ees Eta) py Vien eee ie — 20:25 TSAO oe. ee 4. 7-35 
Odie gs bee + 0:45 i EE ene — 99-25 Oa ec mere eee 
BWAUY ASS « one + 06 OY ga oe —20-35 20/15//...... + 7-05 
EY ee een ae + 0-75 LOAM eas —20°4 Q1/ BY... + 69 
in neu. Ather ae 20-45 99/ BY... 6. = 6 
AO errs + 1:96 On eet ers = 20-5 DO eure asiale + 59 
SOCKS ae tes a p> TST pect ae Areal Seer PATE raat + 53 
SIBO2> ree 5 aR 44/ 5... —20.5 Daan) Gaeeeer + 451 
SLIME AAC + 1-67 Ey ame u es — 20:5 OG a moc + 3.43 
Sola tne ee + 167 sos Seeere ee oe QIAB/7 ww. ee + 2:06 
DBO fiec eine + 1:52 ile soota eave —20-5 OS! 4 ova als 
BO pow Sle this 538 + 1:37 1G he Ake ee: DOMES Perere so — O1 
Ot fe 1S} TGBOU aoe « —20°5 SOVSBIT sees — 0:98 
Ai dear, ce am A 1-97 = Cae rer = 99:25 
Aorery Ate 4 113 ee IB — 357 
Ae esa + 1:05 BD aes Pane aot 495 
5 ae rr + 0-95 B4/15/7.....- = 6% 
AS hone parses Rave tels She ates = 165 


in 004m NaCl 


36/-5/7 ...-.- — $985 


66 


K. Hashida: 


PAUSES a1 (ae Rn —101 
GOO Uae Gate ok — 11°33 
SO lors nets —12:46 
Aang Loita —13-45 
EIS LEY oe —14°53 
BOS Oe Saat eee —15:37 
ABO SL els —16:01 
BAP Od. ere —16:75 
Te Wa ae —17-29 
OG Aes onal —17:98 
pee Ae —18°37 
OS ae ee —18 77 
DOA as een —19-26 
DOCS eee —19-76 
Oh Vanes een ee —20-10 
Ones EE: — 20°35 
PES Ghee has <a — 20-55 
De TES ch — 20°85 
DO aoe centre — 21:09 
Oe Olle es —21:54 
ne, oe A 
DD Me phe ete ee — 21:89 
FU e Sener Sepa’ —22-14 

O/ —22:34 
fen eee — 22°49 
tl Svc es — 22:63 
i eer —22:78 
OT iow, — 22.03 
DS a eae — 23-138 
6/ — 23°33 
Tek AE — 23:43 
tel nee ee — 23°58 
SPEEA el — 23°63 
OTOL eee —23:°78 
AND cee AS —23-88 
Lee ett es eR 
cbr erate oe — 24:03 
ROE tegen oe —24:18 
a) a eee —24 28 
415’”..in 0-:0im KCl 
SOULE, pee 25°30 
OCA a eee — 26:22 


Bb16/55/7, 0... — 26:37 
B0/ >... cee 

| een 5 —26-17 
18) BY. os —25-77 
Tie 2 ae — 25-42 
RO MEPPS. oa —24-88 
1 ae ace —24-63 
BO, et ae —24-48 
DO A a eke — 24-33 
i ees Oe — 24-33 
ane —24-33 
51 — 24-38 
rn — 24-33 
29/ — 24-28 
1, fa ate —24-23 
Be ee ae —~2413 
5 ee Re — 23:83 
36/10/7,..... 93.78 


Blew, Sccrarayve — 22-44 
GO orc naar — 21-74 
eT err ear i — 20-85 
45/40/7 ....,. —19-§5 
i Nate ce ogee, cry 
AG/-B/7 oo... —1877 
ASP” coe s —17:88 
OP ake ets —16:8 
RO cro scme —15-71 
AR ec —14-23 
BVO os aa —1286 
SLO eee —11°33 
See eae tid — 99 
DOG po xeaeen — 87 
SYA yaa Be — 71 
eM erenacteyene c — 65 


SSS (smear — 55 
0 Stee siaaceaes — £56 
BO og oe arenes ss — 392 
Des ie kat Mere — 3-23 
Aart pate — 294 
SOM... cen = 65 
BOM os ate — 2-45 

SL SSee oper yk by ce 
OO eer conters — 2°35 
WOU, ea — 235 
UNM Pe. Ose 


TABELLE VIII 
(Zu Kurve 1, Tafel III) 


Versuch Nr. 131, a. 
24, Feb, 1916. 
Thymol, gesattigt in 


001m KCl 
in 004m KCl 
T1B30/15/7.. ..e. + 0-0 

SLO eran + OQ 
On LG 08. + 015 
herd ree Ces + 015 

80/....in Thymol 

BOA e ee ee + 10 
Be Peet — 78 
35/10/., — 99S 
Olea ee + 02 
Uae Enid eee — 186 
Blo laere eae rete — 558 
BLM Been ae —10:3 
Baa etree —15-22 
Aas A eee —19-75 
LACUS eee — 23-43 
BONS cecyatrandete — 25°32 
A eho ee —27-11 
Le erent — 28:3 
AGT so —289 


EEE: we 


‘ 


Elektromotor. Verhalten der Froschhaut. 


100477 —29°3 
AS rere —29°5 
1S Angee ee —29-6 
0 ae or? —29°6 
DU. eee —9-6 
BQh 5/7 -— 29°5 
Gale Somriane —29-45 
ikGeens peers — 2-35 
BISA An wo — 29-22 
Oo eR — 29°15 
(een rer, — 28-95 
58/5/71... —283°7 
LS LA oe et — 28-55 

TUS O/ROU, ee. — 28-4 

De Re 8% —28-4 
Doe wag. flow — 28-16 
BBO is 3% — 28-01 
LOTT Seer —27:96 
3) erry et — 27-86 
&/ —27-71 
er —27-61 
&/ —27-61 
SF aa es —27-51 
ae cree, hie —27-51 
46/’. .in 0‘0im KCl 
BO. ware os — 28:35 
BOUT cmon —23'5 
1 Re ne —28-45 
Us ne cies —23-11 
13 —27-71 
Pee eccsie ts — 27:56 
1G got eee ie — 27-46 
BR Mt ais av ce — 27-4 
Ee cote ie, a1: — 27°36 
EL Saati «vr barwias aca es 
SOME se Ars 
PAV 3 aera, Ove — 27-26 
DRE Ns Pade ola eke Os ae ake 
DO, Ae ee cee Noe te 
PASI crs Sue — 27-26 


LID 287 x. —27-51 
PAGE eam ce — 27-46 
Bh Coma Sent anes —7 31 
39/ ». = 27 31 
ees ORI — 27-41 
5B/40/7 02... —27-51 
fOr (La Soca air —27-51 


TABELLIG: LX. 
(Za Kurve 3, Tafel If) 


Versuch Nr. 246. 
22, Juni 1917. 
59% Ather in 0-01m 
KCl-Lésung 
143’ priipariert, in 0-01m 
KC] getaucht. 


UhB 4730/7... — 877 
BS eee ats oem Guanes 
5640, at = Si 
Birouaet ) solutse ee 
BG Sere cist cade One, 
5U/-10/7 ....— 8:77 

POU. sah in Ather 
BVA ciel eral aee +10-85 

PO Were ‘scarele ters - 708 
a a fee iis! 
Alek ses secre — 535 
Oe a aia — 871 
1 A CAE —10-9 
ee Re —11°8 


—12-45 


ol 
a 


WIDOT x Fate —12:95 
[oY — 13:25 
DBO sscas —13-7 
TOAG Teneo —143 
Mater ieyse —11-55 
EUS ea ehureter —14:85 
LAN oe re ake —152 
eR aes —15-45 
T5/25/" |... . —16-09 
Gi es —15:99 
Le Sake Gee 
SP tee sarate —16-24 
1910/7 —16:24 
207 —16:39 
ZN BOM es os. —16°3) 
22/ tse 
Bale ae es —16:44 
A oe ere Ca —16-44 
OO i ts ahs —16 45 
AY years soe —16-48 
(Qi/ —16-48 
Dae are —16:48 
50” inQ0Qim KCl 
DU Re cr scx npeis —17-97 
3077 —17 67 
30' =o 
FD Need er —1698 
BEDI as ao —16°13 
DOr yy eae —16-64 
34/ —16:54 
35/1577 —16°64 
Sean ae ee —16-88 
oe eer are —16-94 
38/2077 —17:03 
SOP = td vicina ae re 
AE epee ee oe F 
BT eee ete —17-03 
4o/_5//,. —17-13 
ABOVE. as res —17-28 
ASIN Ayers Ps 
ABC Se tease a Sires 
LGR ing rare Satake 


68 K. Hashida : 

Oba ae —17-28 LU DLANSES racic + Q:47 BbQQA5// ae —129 
AST rin acct totais HOME e =) 1-63 OS 5 eee —1275 
HOOT «ce aus —17-28 A ea ee ee ¥ DATA OCG eer —12°85 
BOL. ca shieie ee aeaee 45/10/7...... + O-4 PAS TI ee oa iBT! 
Baars ok ope secur 4G! DY, cee — OO DG ROM one —13:65 
52/30// —17:28 ATS Ge eee — 104 DUM As whois oie 
i) ERR che ncnstea eA ABE: W185: oe eee BAe eer. —14-15 
Bale can eee 49/-10/7 ....— 218 PE AO —14:55 
SYA BAR tes —17-28 BOs20/ aan Sal 30/2075 cree —14-9 

DA Ue rear — 4-01 Ll) ix deco seen 
: BO10/ oo. — AT SQ20 oases —15°5 
BU OFS Oo sere —thi-28 Boe ars eerie 25 yah 5 aie en = 
a LR er — 5-98 Sees —15°75 
sa a ay he: DOME Scoraiesthsiate —15°8 
TABELLE X ee So ee “159 
(Za Kurve 4, Tafel IIT) Rife ee — 7-72 By (CPT Sete od —159 
: eyalava? — 3:32 BBWS ane —15°95 
Versuch Nr. ae 58/10/7...... _ 8-71 
- 11. Juli 1917. Bh OF A eOne 
15% Athylalkohol in WO. eee 06 ANU Roe —15:95 
0:01m KCl elle —102 AQIS Se ey eee 
in 0:04 m KCl Sh Nose eh AS BO, wees —159 

ODE ae a — 9-21 ADB... —10-85 
Pe" aes — 9:21 Be an 2 5 
OS ee Sy a — 9-21 Cie nee S03 48/-10// _... —15-65 
PATE EI ee — 921 Pie c Me ee 

25/....in Alkohol Shien ae —11-9 

PING a eS oo — 4-41 OF a, ee DG yey eee —15°55 
gen eae + 2:28 10M Soa eee 
29/-5/7 0... + 7:33 Ut? BY... —12:5 
BE. i ae + 8:56 AOE Coa ee eee DOME wage —15-45 
BLY es cans cadens + $41. TGVASYR pe ales) 
Sees tee + 806 Tn or 
SO/=DI. Sen + 7:62 15/30"... —12:9 G6 9/89/7. |. = 
BH eee, + 78 OO es ee 
AU Lee a as 6 + 6.43 ATS Cie ope ee 
SOMO aes + 6:04 18/--10// 1945 102 ee —15-2 
STO ests + 5:54 ‘O/B sna eee 
38/307. ..... + 48 BOLO sa cae elie 
ODE rercvarte ieee eee UUANOSO “cha Son Oe ei eee: —15-15 
AN Lio eee + 3-96 .-..in 00im KCl 
BEET Dnata + 3-66 DAOC. ae oe —13:7 


Elektromotor, Verhalten der Froschhaut. 69 
TABELLE XI. SiO 87/7, =105 Bh44/10/7,. + 889 
(Zu Kurve 5, Tafel III) AU vere eens — 901 ie icea ee + 98 
ee LO ioe Sa Rs — 8:67 SOMO Ca een ete 8-02 
Versuch Nr. 248. Se een — 852 $60 Sear mee 
23, Juni 1917, 44/457 — 852 etUe GUE Dee — 1:98 
Chloroform gesittigt Cd ek ty 48/ 5/7 — 6-43 
in 0:01m KCl as ea — 852 LOCO ee — 9:35 
in 0‘0im KCl AT/_5// ee, — 861 DUCE Rae oe —118 
3010/25/70... + 2:52 48/10/7....., — 852 SAS —13-8 
1 eae en ae 49/107... ..., — 8:37 Syl 1/2 —14-65 
Lee Be + 252 B02 eons — 837 DOLE aoe. —15-15 
WS Oe tai + 2:57 51/2077... ... — 8:27 A eee —15-35 
ee + 277 BPM es ane ane — 8:27 OO. Sh. ae 15-4 
tS eee ee + 2-87 53 — 8-27 SOF code he, —15:3 
-...in Chloroform Da aM Renes Ao eS ae area 
INGE AA ee ,— 318 Sagi bo Pans Rad SOE en oe —176 
2 aes: GC) 56/107... — 3.29 
a WLC ee —13-1 
WO, —1678 Le ~14-05 
TA TAR —18-76 4h 4730/7 — 7:97 SS D/L neo ree 13-9 
O20 = S797 LS aha ane —13:8 
Pete ea —16:88 
BOs ere —15:74 VE ieee ae — 7:82 
CE eer ane —14:85 Cf aaerem ets —13°65 
Lh —13-6 : BO eke oy = 13-6 
Ue Seen ae 15/30/7,..... — 7972 ees —13-35 
DORN ln ig ee —13-5 LH Pee ne —13-55 
PACE ae SORES ae —11:9 Serene ea 
oe eter —11-5 TABELLE XII --in 004m NaCl 
29/20/72. ~10-9 (Za Kurve 6, Tafel IID) RNP oe —129 
SOAS oa |. —10°6 DE AOU ee —1145 
BVO, 3 104 Versuch Nr. 244. sb eon ~ 7-03 
8220/7... -. 104 eects Uh eter — 297 
33/30/7...... = 98 3% Ather in 001m IEA, Bz .=:5 — 0-54 
SE aes NaCl-Lisung BS Ih Apr + 074 
Shit) aes seers Pam GYy, ls in 0:0im NaCl Corea ebatete + 114 
Be yee — 916 SA ast + 24-2 i emes eene + 0-9, 
ai ........ ~ 9-16 Hee eee +239 Ae ee + 05 
ee pete re — 9-01 UGA Reve are Wr DS renter ee + 0:25 
CGE Soe gh UeOE — 8-91 gah aes es +23°8 aa nee Sete + 0:2 
Ch Rta Mocs — 8-81 BO ei in Ather 217-57 2... + 0:5 
30’..in 004m KCl TOA ene +143 BO oe cai + 1-14 


—— 


70 K. Hashida : 
AOR tk nen TABELLE XIII 
BE Bas + 322 | (Za Kurve 8, Tafel TI) 
if Meta Hee + 4-45 oe 
267 + 599 Versuch Nr. 252. 
QI ov ccecee # TBE 12 Juli 1917: 
Bah reeeneee +916 | 7-596 Athylalkohol in 
QD nw denen + 10:55 001m KCl-Lisung 
SEIT a fae +12 35 in 00im KCl 
SH oho, gee err atete S050 eee —10-6 
32/-10// +140 Rae ieee nce? —10 45 
Setups utalatere +15°2 BS ie oe eae — 10-45 
SUR a gs acts +1609 35”.. in Alkchol 
BEY pviniastaen 416-93 rey 
Sle pasteveactare le 417-37 a Ns dc ee iene — 47 
She re aes oe +18-61 ADDL atone ae a 67 / 
RM nen cctv +19°5 ANT LO onrars + 34 
cSt arate Ae 420-25 BOOUL So chasse = 5:9 
AOE Vo ites + 20:95 AS ae eer Seva) 
AT ee Reus ous 4+ 21°55 RUAN oo ey 
ROS ate + 22°15 ABI BU, sae + 8-66 
ASE na on 4 22-65 46/-15/7_....+ 8-71 
AAS eo + 22:95 ATO Saya + 8-76 
7S eee + 93-45 Bee ae Se 0 Ow 
AGISHI) anes 424-2 BOL oak a hee ee 
AM act oe uate 49/7 eat oo 
AGL... 424-65 BOS recast 
ROLE ke ete + 25-05 DLE ae hin ater 4+. 9-21 
PSV sae lets +257 Sey lie BE ne + 931 
EN eestom iy are airs ME Ser Goer +95 
BOlA5// ow. +2663 Base a ae sere +2965 
Ss Ne eT ieee OSES Bae + 97 
Bd DVT scenes SEN (Cts) BHOMLOWE, oo ae + 9:95 
Se eae eB! 9 BTLOM oe ct 4-10-05 
ENG aoe +27:72 SNS767-(S 10 ee +10-2 
EN Pamstaret attecereds + 28:07 BO! cake 3 eee 
BSC tech eeenelete + 28°22 FEED eater te +105 
SOMES oie ata + 28°47 Jf ee aise @ LOG 
Be ACS aes + 28:66 BS. +10°85 
id +10-95 
POU <2 +11-05 
See ae + 29.55 ODOM ee eine +11-15 
GO 2 hime if ee 


AD TSABIES ares 4.114 
SLOW -114 
Ml os cic +11:45 

DOL eee +115 
oT MN ee Fe mec 4-115 
PB 0 ARP +116 
134 aioe 
1A See +11:65 
LO +116 
Gin tee n eee +116 
TERS a ata +11°6 
ESUZOM ee cece +11 55 
LOM cre akcco see ree oh 
PAAR Piette ee +11-55 
v4) Lee aire! # +1155 

Ba id oe ee eee ate 

Rl ieie Sects +1155 
Oe ists ye +1155 
DOOD erate +11:3 
CSG ULUAM Parana +113 
: nN 

ASO. es +1105 

45’”..in 004m KCl 
BD) cos ieee de area 
G25) lee + 0:3 

PAWN 5 dab — 35 
BY ETSY A ees oon — 465 
Lis (ame ee er — 465 
By ee re — 4-65 

GUIS ea: se tatal re eten gare 
WLW ....— 564 
BL Bh ae — 6-48 
La pene Aare — 6:98 


KK. Hashida: ral 
GHedShe Fe ae OURO Ek a Se thc we ee 14/30/7...... — 9-95 
Bye te, a eee LOGE gee oper, Caer ae se 
6/35/70... = BOL ark too = 96 
Sy eer ee oe ee ad BPA DS Ae — 9-7 The haa eS —101 
OO aes — 9-06 gk eee ~— 98 


LABOUR AND NUTRITION. 


IV. On the general Metabolism of Several J apanese Workwomen. 


> 


By 
JONOSHIN SAKAMOTO. 


(From the Laboratory of Physiological Chemistry, Osaka Medical 
College, Osaka, Director : Prof. Y. Kotalce) 


(Received for publication, July 15, 1922) 
INTRODUCTORY. 


During 10 weeks from January 2 to March 20, 1918, the 
author conducted 2 sets of general metabolism experiments on two 
hosiery factory girls and a housemaid who were all most busily 
occupied, their ages and physical conditions etc. being roughly 
stated as follows :— 

Miss 8. H. A house-maid, working rather hard at the boarding house of the 
institute, was of slender but muscular frame, 26 years 2 months old, height 144.0 
em, chest circumference 75.5cm, body weight 47.0 kilos, nothing particularly 
abnormal at present nor in anamnesis, first menses in January of the fifteenth 
year cf age and regularly thereafter, but occasionally intermitting, 

Miss K. M. A hosiery factory girl, of muscular but slender form, 16 years 9 
months old, height 142.5em., chest circum. 81.0cm., body weight 44.76 Iilos, 
very sound from her childhood, nothing particularly mentionable, first menses in 
April of the sixteenth year of age, being regular from August of the same year. 

Miss N. S. A hosiery factory girl, of fatty obese frame, 16 years old, height 
148,7cm., chest circum. 82.0cm., body weight 52.44 kilos, nothing particularly 
mentionable at present nor in the fast, first menses in March of the thirteenth 
year of age, regularly thereafter, but variable in amount of discharge. 

These workwomen were selected by physical and mental ex- 
amination among the workwomen who were sent by a factory of 
hosiers and a spinning factory in the city of Osaka, to both of these 
factories the author’s acknowledgements be here duly expressed, 
and were received ints the boarding house belonging to the phy- 
siological chemical institute of the college and the experiments 
were conducted after each of them had become accustomed to 


miscellaneous rulcs, uecessary for carrying out the experiments. 


74 J. Sakamoto : 


The Ist Experiment, ranging from January 20 to March 23, 
1918, was divided into nine periods. Subject:—Miss.S. H. Diets 
were allowed to her own selection, and her home mixed diets for 
tho first eight periods and the vegetable ones for the last period 
of one week were given. 

The IInd Experiment, ranging from February 23 to March 30, 
1918, was divided intu five weekperiods, the last period consisting 
of eight days. Subjects:—Miss. K. M. and Miss. N. S. Diets 
were alluwed also to their own selection and the their home mixed 
diets were used in the first period, while during the second and 
third periods animal foods were gradually reduced. In the fourth 
and fifth periods, excepting the last day of the fifth period, the 
diets were pure vegetable ones. 

Throughout all experiments, the examinees were subjected to no 
restriction of food in regard to the quantity or meal time. 

The methods of study and analysis remained almost the same 
as in the previous exp2riments. Analysis of every sort of the 
foodstuffs and excretory matters were executed separately every day. 
Specific gravity of faeces was detzrmined by means of the author’s 
copronco-(britho-)meter ete. The method of obtaining the menses 
blood and its analysis may be added here. 

Method of obtaining the menses Ulood:—During a few days 
prior to the beginning of the menses, each subject was supplied 
with some cotton wool which was well washed with distilled water 
and degreased with alcohol and ether repeatedly, dried and exactly 
weighed, and this was applied to the secret part according to her 
habit just as at the time of menstruation. ‘The cotton wool thus 
used, was separately weighed and analysed. It was found out by 
this experiment that the amount of the secretion previous to the 
menstruation had no remarkable influence on the exactitude of the 
whole results. The author refers, however, always to the results 
for correcting the weight and analysis of menses blood of each 
subject later mentioned. The simple and easy method of obtaining 
the menses blood without any loss consisted of applying the 
hecessary amount of cotton wool, cleaned as above mentioned, ac- 
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cording to the subject’s habit. The increase in weight of the cotton 
wool was settled as the amount of menses blood after having made 
the necessary correction. 

Analysis of menses blood was carried out by applying the same 
methods as formerly used, paying especially as much attention as 
possible, to the neutral fats and lipoids. 

The author has already published outlines* regarding the results 
of metabolism experiments on several junior and adult Japanese 
workmen, and he hopes that the following outlines of the results 
regarding the experiments on the workwomen, may certainly 
contribute something to the problems as to the differences in sex 
of the metabolism of Japanese laborers or of Japanese generally. 


On THE MENUs. 


Throughout all experiments the chief diet consisted of white 
polished rice (boiled), and the menus for the subsidiary diet were 
as shown in table I. 

As to the cookery and seasoning ete of the subsidiary diet 
there was no considerable difference from those of the experiments 
on the factory workmen and others formerly reported. The author’s 
acknowledgement are due to Mrs. Ch. Matsuo, his sister, and 
Mr. and Mrs. Kawashima,-who helped him very much in the 
preparation of the diet as well as in carrying out other miscellaneous 
duties about the experiments. 


* Labor and nutrition I. On the general metabolism of several Japanese 
laborers. Osaka Igakkwai Zasshi, Vol. XX. Nr. 5. May, 1921. 

Labor and nutrition II. On the general metabolism of several Japanese factory 
workmen. The Osaka Igakkwai Zasshi, Vol. XIX. p. 779, 914, 978, 1006, Vol. ASE: 
p. 60. 249, 519, 782. 

Labor and nutrition IIL On the general metabolism of several Japanese 
junior laborers. Osakn Ignkkwai Zasshi, Vol. XXI. Nr. 7. July, 1922. 

: Education and nutrition I. On the general metabolism of several Japanese 
school boys and girls of common school. Tgakn Chuo-Zasshi, Nrs. 1010, 1011, 1012, 
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The percentage ratios of the quantity of each food matter of 


the animal origin to 


its total amount consumed by each subject, 


were found as shown in the following table. 


TABLE III. 
. s A XX —_ n a B 4 i= x — na mn 
o | S32 | Sa exis. lee + |8S | me | gxe|s [48 
Ese / 2S | ge | ze esel £ | S28 | 28 | Eo | Boe Ese 
4 | 4a iB zB ws |g Ob aA |Aa iz & eae) ps OF 
I 22,5 | 442 | 44.5 | 0,54 I 16,8 | 24,5 | 26,2 | 117 
m | 166 | 349 | 487 | 026] x II | 11,9 | 20,8 | 15,9 | 0,77 
8. TIT 21] 9,4 | 8,2 |0,05/7 
UC QI Ge le eet ae Oot 
aaa Teh fey) eee ee A es 
Va — — - — 
EV VEN | BEE O77 OT.) oxen ale 
—— Vb | 17,4 | 54,7 | 44,3 | 0,52 
V | 262 | 87,0 | 437-1018 i ie 
| 7,4 | 14,0 | 14.2 | 0,45 
Va+b 
EV | 19;7 /| 382") 29:50:40 an 
E | 25,9 | 33,7 |) 34:2) 190 
VI | 20,2: |'919 |-994a) 0.74 | N- eal 
= I 8,8 | 19,3 | 11,7 | 0,05 
VII | 7,9 | 183 | 128 | 0,12 Pee 
Tir 2,5 | 112] 98] 0,06 
Wager) APY) BR) eu | aa: IV aa == — << 
5. Va = = = = 
Des eee) ae lias he Vb | 12,9 | 45,1 | 35,4 | 0,37 
; I 
I-IX | 14,9 | 23,0 | 27,9 | 0,33 | D4 ATT 16:0. | 10.31 
Vu+tb in 


Va indicates the average value of seven days in the fifth period excepting the 
last day (Vb) in the same period. 
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NITROGENOUS EQUILIBRIUM. 


The requisite amount of nitrogen (protein) necessary for the 
maintenance of nitrogenous equilibrium and body weight and the 
amount of supplementary nitrogen necessary to meet the increase 
of labour per unit hour of these female subjects have also a close 
relation with recuperation as well as with labour, just as stated in 
the case of workmen of factory and storehouse. 

By the observation of the daily balance of nitrogen, minimal 
nitrogen (protzin) requirement per kilo body weight was found as 
follows :— 

for §: H. 0.1110 (0.694) gm. 
aio 0.1126 (0.704) _,, 
eee Ne: 0.0874 (0.546) ,, 
or OFLLO2 (01689). —,, 
and concluding from the results of observation of the weekly 
balance of nitrogen, the labours of about 10 hours necessitate the 
minimal amount of nitrogen. 
for Oy JH, 0.1555 (0.972) gm. 
or more 
oy ois ML 0.1429 (0.893) _,, 
to 0.1558 (0.974) ,, 
Peels tes O.1238 (0.799). ,, 

Accordingly, the requisite minimal amount of nitrogen (protein) 
per kilo body weight, with the labouring hows of eight to ten 
hours, may be settled as 

for S. H. 0.111 to 0.1555 (0.70 to 0.97) gm. 
justi tos 0143 (0.71, to: 0.89): 35 
» N.S. 0.088 to 0.128 (0.55 to 0.80) ,, 

From our results the nitrogen requirement seems to be greater 
in the elder and also in the slender muscular than the younger 
and the obese, and naturally greater when the hours of Iabour are 
greater. 

The ineremont of the requisite amount of nitrogen (protein) 


necessary t» meet the increment of the unit of labouring hours, 
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scrutinizing the protocol of subjects KK. M. and N. S., who were 
engaged in the same kind of work, is roughly speaking :— 
for subject K. M. 0.0079 to 0.031 (0.049 to 0.194) gm. 


3) 


namely for the muscular and slender K.M. 0.008 to 0.031 (0.05 
to 0.2) and for the fatty obese N.S. about one third of K. M.’s. 


39 


N. S. 0.0024 to 0.011 (0.015 to 0.194) ,, 


Relation of diet to the nitrogen requirement 


This relation is shown in the following table. 


TABLE IV 


Requisite amount of ni- : 
s trozen when entirely or Ki. amount of N. in case Amount and per- 
Name. almost entirely vegetable ene a centage timi ished 
ee oa) eee oes taken, compared with. a, eee 
diet was taken. 
In the case animal ni- 7 A 
« yy, | trogen content in the total gt se = ae eae 0.0418 gm. 
. Eiaaite ‘ : — -|Where animal N content : 
intaken nitrogen is 1.145] 7 20 0 Gi Plies 
o/ 0. 1885 ams was 2() 9% or more. 
9% :—0. gm. 
0.1947 gm in the case x 
where animal N content ae ae 
was 17 %. cir. 26,61 9. 
Tn the case where pure ° 
kX. M. | vegetable diet was taken, 
0.142) gm. : 
ae 0.1558 gm in the case 0.0129 
where animal N content ae oa 
was 12 %. cir. 8.28 % 
0.1531 gm in the case SS 
where a. N content was 0.6 93 pm 
26 0%. cir. 16.53 
cs ditto 
N; ” OTO 
0.1278 gm. 
0.1384e9m in the case 
where a. N content was 9 0.0106 gm. 
los cir. 7.66 % 
{208 


As this table indicates, nitrogen (protein) requirement is far 


less in case of entirely or almost entirely vegetable dict, the dif- 
ference amounting to from 8 % (comparing to the diet of 9-12 % 
animal nitrogen contents) to 13-27 % (comparing to the dict of 
17-20 9 animal nitrogen contents). 
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The above statement was made from the results obtained by 
comparing the weekly nitrogen balance. If we compare the nitro- 
gen (protein) requirement in Chikuwa day at the end of the mixed 
diet with those of following days of entirely vegetable diet the 
following table may be obtained. 


TABLE YV. 
: ye days after. 
Roel Name eect ioe tetas ceases |, eaten oo, | Semel 
‘ | Period, Date. Bee el es of the mixed 
gen 9%. ment. gm. centage %. diet: 
Signs h VIII, 
il muscular 7.58 0.193 (1.21) —- — 
slender 
2 oh dale WAMU — 0.111 (0.69) 42.55 3 days 
N. S. III = 
3 stecee 4 14.79 0.162 (1.01) — — 
4 | ISG iS JAG — 0.116 (0.73) 28.2 6 days 
x FS SUED 
5 muscular 14.42 0 225 (1.41) — = 
slender 
6 1S HMI IN BES — 0.131 (0.82) 41.9 1 day 
7 may eg — 0.113 (0.70) 49.9 16 days 
2 Compared with | 
8 weg WS | = IIT, (No 6) 137 mes 


In the case of these subjects, we see clearly that the nitrogen 
(protein) requisite amount has remarkably decreased on the first or 
sixth day after. the suspension of mixed diet and the decrement’s 
rat2 is about 28 to 42%, the decrease being more rapid and 
greater for the muscular and slender, and slower and smaller for 
the obese. As already stated in ths article on the general me- 
tabolism of several Japanese laborers as well as factory workmen. 
this is caused by the fact that, though the proportions of nitrogen 
and fats contained in vegetable dict are small, the large amount of 
carbohydrates and salts contained in such a diet may act against 
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discharge of nitrogen. A certain relation with the so-called acces- 
sory food factors is also certainly existing. 


CHANGES IN NITROGEN EXCRETION IN THE MENSTRUAL PHASE. 


1. Changes in urine-nitrogen excretion during 
menstruation period. 


The daily amount of urine-nitrogen of each subject during whole 
experiment is expressed in percentage in comparison with that of 
the first day of the experiment (I) as standard (100) and is 
graphically shown as follows :— 


—> days 
, 4 a 3 


ak 
Jo 
gH 
S) 


U0 


400 


bo 


Go 


+0 


JES 1G 
Daily amount of urine-nitrogen of Subject S.H. expressing the amount of the 
first day (8.296 gm.) as standard and comparing the daily amount of later date, with 
that standard, I-IX=order of period, If, 11" p.m. menstruation began. 
II, 10° a.m. : finishe 1. 
IX, *5!a.m, D began. - 
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Daily amount of urine-nitrogen of subject: K.-M,. 
expressing the amount of the first day (5.380 gm.) 


as standard and comparing the daily amount of 
later date with the standard, 


I-V=order of period. IV, 5> a.m. menstruation 
IV, 7 p.m. 


” 


Fig. 3. Daily amount of urine-nitrogen of subject N.S. expressing the amount of 


the first day (5.649 gm.) as standard and comparing the amount of later 
da‘e with the standard. 


I-V =Order of period. IV, 6> a.m. menstruation began. 


IV, £' p.m. ¥5 finished. 
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From these graphs the following facts are recognized as common 
to all the subjects :-— 

(a) Beginning from the 3rd or the 4th day before the com- 
~mencement of ‘menstruation, the urine nitrogen tends to decrease 
somewhat, corresponding ordinarily to 80 to 90 % of the first day’s 
value. 

(b) The urine nitrogen is temporarily increased on the day 
the menses commences to flow. It shows, however, a tendency to 
decrease during the continuation of menstruation, the amount of 
nitrogen being nearly 99 % of the first day’s value. 

(ce) When the menstruation is finished, the urine nitrogen is 
apt to increase, amounting to 120 9% of the first day’s value. (after 
having showed a slight reduction in the case of K. M.) 

(d) After the lapse of nearly three days after the cessation of 
menstruation, the urine nitrogen begins to decrease again rather 
markedly, coming down to 59-75 9% of the first day’s value, while 
in the course of three to five days more, it is restored nearly to 
the normal value. 


2. Changes in nitrogen content of all the excretive mattei's 
in the menstruation phase. 


When the daily total amount of nitrogen in all of the excretory 
matters as urine, fatces, menses blood etc. was graphically shown 
in comparing it with that of the first day, these graphs show almost 
the same relationship as in the case of the urine ae namely :— 
(a) Beginning from the znd or the 4th day before the com- 
mencement of menstruation, the total amount of excretive nitrogen _ 
tends t» decrease, coming down to about 80-97 9¢ of the first 
day’s value. 

(b) The total amount of exeretive nitrogen is temporarily in- 
creased on the day menstruation commenced. It always shows 
however a tendency to diminish during the continuation of the 
menstruation, indicating about 70-90 9% of the first day’s value. 

(c) When the menstruation is finished, the total amount of 
excretive nitrogen is apt to increase, amounting to 130 9% of the 
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first day’s value (after a remarkable reduction in the beginning in 
the case of subject K. M.) 

(d) After the lapse of about three days after the cessation of 
menstruation the total excretive nitrogen tends to reduce again 
rather markedly corresponding to 65 to 759% of the first day’s 
value, while it is restored to the nearly normal intermenstrual 
value in the course of three to four days. 

Tt seems to us to be quit? obvious from the above statements that 
both the urine nitrogen and total nitrogen of all of the excretory 
substances tend to decrease some what in the 2nd or 4th day be- 
fore the commencement of menstruation and, though it is tempor- 
arily increased on the day menstruation commences, it always 
tends to decrease during the continuation of menstruation, while in 
a few days succeeding the menstruation it is apt to increase above 
the normal value to be reduced again markedly subnormally and 
the latter condition is restored to the normal intermenstrual valu2 
in the course of three to five days more. 

The above statement is made from the observation of excreted 
nitrogen amount only. As, however, it is already stated in the 
article on the general metabolism of Japanese factory workmen, the 
excretive nitrogen is obviously influenced by the quality and 
quantity of intaken food substances, it is quite necessary to take 
at the same time the intaken nitrogen amount into consideration. 

I have therefore compared the daily amount of intaken nitrogen 
of each subject with its first day’s value and expressed their change 
in graphs which are omitted here, their values however are put in 
parentheses in Fig. 1-3 and the relation of changes in the amount 
of intaken and excreted nitrogen was studied. It was recognized 
that, the before-mentioned items (a) to (d) received obviously some 
influence from the amount of the intaken nitrogen. But we can 
clearly perceive that the above mentioned changes in nitrogen ex- 
cretion exceed far the influence of the intaken nitrogen amount, 
and this is especially true of item (d), and though the above men- 


tioned items (a) to (d) are respectively influenced by the amount 
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of intaken nitrogen amount, and accordingly ought to receive some cor- 
rection in their value, that fact is to be accepted as an affirmative one. 


3. Changes in the excretion coefficient of nitrogen during 
the menstrual phase.* 


In the menstrual phase, the excretion coefficient** of urinous 
nitrogen is 1.3 to 2.1 (excepting 0.7 of the subject N.S.) and the 
excretion coeflicient of total nitrogen is 0.2 to 2.1, in the succeed- 
ing period after the menstruation, the excretion coefficient of 
urinous nitrogen is +1.0 in the case of the subject S.H., and 
—(1.7 to 3.7) in the case of the other two, while the excretion 
coefficient of nitrogen is —(1.0 to 2.4) for all the subjects. 

T'rom these results it is quite obvious that in the case of 
these subjects, the nitrogen metabolism is relatively and absolutely 
slow during the menstrual phase and relatively active but general- 
ly slow in the post-menstrual period. And thus pursuing such a 
course it is likely to be restored to the normal state after the 
lapse of about a week after the completion of the menstruation. 


4, Nitrogen content of menses blood. 


The nitrogen content of menses blood together with the 
amount of menses blood and the duration of menstruation, are 
shown in the table VI. 

The foregoing table shows that, while the total amount of 
menses blood may vary considerably, the total sum of menses 
blood remains almost equal. 

Observing the relation of the amount of menses blood and 
its nitrogen content to the excretion time of menses from the 
figure 4 for the eldest subject S.H., it is to’ be recognized that 
the amount of menses blood is greater during labour than during 
rest, while the nitrogen content is larger in the initial part of the 


* The menstrual phase, called by the author, is of a length of two weeks, 
7 of x y ~" Ee ] » y © j ag } > 
which includes pre- and post-menstrual period together with menstruating time 
#* "The ratio of increasing rate of nitrogen ontput aginst increased rate of 


nitrogen intake is called “ excretion coefficient of nitrogen. : 


Q? J. Sakamoto : 


first day of menses and gradually reduced in the latter part. 
(These points will be discussed in a paper “on the general 
metabolism of several Japanese school girls” which will be 
published shortly.) 


FOODSTUFFS CONSUMED. 


1. The amount of each food matter included in the diet 


taken per day by each subject (total average). 


Throughout the whole experiment the amount of each food 
matter taken by each subject is shown in table VI. 

The proportion of food substances, their absorption or utiliza- 
tion rate and the ratio of content of each food matter in subsi- 
diary diet to that in chief diet (white polished rice) are simply 
summarized and compared tabularly as in table VIII. 

Generalizing and roughly speaking, in the vegetable diet the 
content of each food substance is smaller than in the mixed diet, 
but its minimum value.is generally a little larger than that in 
the mixed diet and the difference between the maximum aad 
minimum value is not so large as in case of the mixed diet. 

As for the S.C. ratios, in vegetable diet both of maximum 
and minimum values are larger than those in the mixed diet and 
this is especially true in case of neutral fats and lipoids. It can 
be concluded that the characteristic of the’ vegetable diet taken by 
our subjects lies in a small content of fatty substances and in its 
large S.C. ratio. 


2. Food requirement and muscular work. 


The supplementary amount of each food matter required to 
meet the increase of the unit of labouring hours per kilo body 
weight, is 0.003 to 0.031 (0.05 to 0.2) gm. in nitrogen (protein) 
for the muscular but slender subject and about one third of this 
value for the fatty obese, 0.003 to 0.052 gm. in neutral fats and 
lipoids, 0.291 to 1.044 gm. in carbohydrates (as starch). 

Generally speaking these figures are almost equal to those of 
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the factory workmen, and are smaller than those of workboys under 
the age of 16 years. 

The minimal requirement of each food matter per kilo body 
weight in case the labouring hours are 12 to 14 hours and nitro- 
genous and lipoidous equilibrium are maintained, is shown in the 
following table. 


TABLE VIX. 


Nature of | Neutral fats.| Lipoids. Carbohydrates.| Nitrogen 


diet. (E) (L) F and L. |"(as starch). | (protein) 
em. em. om. gm. gm 

0.111-0.1555 

F 0.160-0.170) 0.015 -0.0174 0.47 7.215 to | (0.70-0.97) 
vegetable. | xs, 011/ NS 0.013| NS. 013 9.095 C (SL) 

0.113-0.143 

aie (071-0.89) 

Home mix-| 0.20-0.21 0.019 | 0.21-0.220] 9.793 to 

ed diet. | NS.015 | Ns. 0.014] NS. 0.160] 10.750 0.088-0188 

(0.55-0.8)(NS.) 


In the case of the vegetable diet, nitrogen (protein) require- 
ment is smaller too. 

As this table shows, while in the fatty obese subject N.S. the 
minimal requirement of each food matter is generally smaller than 
that for workmen and workboys, in the case of the other two 
subjects that for lipoids is almost equal to and that for neutral 
fat is smaller than that for factory workmen. 

In the menstrual and post-menstrual periods, the requirement 
of neutral fats and lipoids, especially that of the latter, is larger 
regardless of age. This relation is, however, not so remarkable 
in the case of the fatty obese. 

The percentage of caloric value of each food matter to that of 
total food can be simply expressed by the following formulae :— 


The ease of the eldest subject with home mixed dict 
5 DRE 5 XK, 10 we 4.7 Cy5—s6 (1) 
The case ay the Erie with vegetable dict and of the 
others with either kind of dich Biza., Pye Come (2) 
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3. The rate of absorption of each food matter. 


Generally speaking, the absorption rate of foodstuffs (dried) is 
.generally larger in the case of the home mixed diet than the 
vegetable one. 
Absorption rates of foodstuffs and each food matter in the 
menstrual, pre- and post-menstrual period are given in the follow- 
ing table. 


TABLE X. 
Absor p- Foodstuffs : = Neutral 
ere consumed co foie Cees Lipoids. fats + Carbohydrates. 
(as dried). : srt Lipoids. 
2 % % % % % % 
SH M>B> A |M>B>A|M>B>A/]M>A>B|IM>Bs A|M> BoA 
93 > 93 > 93 | 9E>87>75 | 95>84->79 | 63>40>23 192 > 79 > 7299.9k +9933 > 99.73 


A>B>MiIM>B>A)/M>SA>B/A>B>MM>B>Al|M=sBD>A 


KM. 95459325 95.873 S285 66] SRS (9 [US -BS -54 65 S64 $63.790.68 $90.55 $99.58 


B>A>M(|IM>A>B/ A=M>BIB> AS>MIM> A>BMSA>B 
95.5>>95.3>> 91.5 | 73> 74> 68 Peres ely > 68.5> 63} 99.492 99.49> 99.21 


M=Menstrual period, B= Pre-menstrual period. A=Post-menstraal period. 


The absorption rates of each food matter are generally larger 
(except that of lipoids in the case of the subjects K.M. and N.S.) 
in the menstrual period, being especially so in the case of 8.H. 
who has taken these home mixed diets and this fact is not such 
a deceptive one such as is apt to be caused by constipation, as 
can be obviously judged from lower absorption rate of total food 
material in the menstrual period in the case of K.M. and N.S. 

That the requirement of neutral fats and especially that of 
lipoids is rather remarkably higher in the menstrual and post- 
inens'rual period can be easily seen from the foregoing table. As 
to the lipoids in the case of K.M. and N.S., we can get no idea 
of their absorption rates, but only of their higher excretion. 

In the. case of N.S., the fatty obese subject, the absorption 
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rates of each food matter excepting carbohydrates are remarkably 
larger than those of K.M., the slender but muscular subject, both 
haying taken tne same diet. 


4. The relation of absorption rate of food matters 
and labouring quantity. 


When the nitrogenous equilibrium is maintained and the labour- 
ing quantity is not too large, the absorption rate of food matters 
is increased as the increment of labouring quantity is getting 
larger, in other words, moderate and not excessive labour desirably 
enhances the ‘absorption of each food matter. If however the 
lipoidous equilibrium is not maintained or at the same time the 
nitrogen is also out of balance, the exception may be recognized.. 


5. The mutual relation of the superfluous rate of nitrogen 
intake, increment’s rate of body weight, amount of 
foodstuffs consumed, and the absorption rate 
of each food matter. 


Generally speaking for these female subjects, the large super- 
fluous rate of nitrogen intake (3 to 30%) ‘accompanies the large 
absorption rate of each food matter, but. does not always do so 
with increment’s rate of body weight, the latter having a close 
connection with intake of neutral fats and lipoids, and nextly 
with that of carbohydrates. 

Viewed from the point of increment’s rate of body weight and 
absorption rate of each- food matter, it does not always need the 
higher superfluous rate of nitrogen, for the highest increment’s 
rate of body weight has occasionally occurred in cases where the 
absorption rate of lipoids was larger, even when the superfluous 
rate of nitrogen was low (—5%). 

In the experiments on several junior laborers the best superfluous rate of 
nitrogen for the sake of increments rate of body weight, labouring ability, and 
absorption rates of each food matter appears to lie under 409 and above 7% 


According to the results of experiments on the severe adult labourers, the 
large absorption rates of each foodstuff were observed when the superfluous rate 
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nitrogen remained midway (2-16% against-17 and 30%) whereas the fluctuation 
of body weight was under close connection with those of lipoids and carbohydrates, 

In case of the factory workmen, where the home mixed diet was taken, and 
the superfluous rate of nitrogen was larger (10 to 249%) the absorption rate of 
each food matter was also larger (especially that of lipoids in the first place and 
of carbohydrates in the second) and the close relation between the increment’s 
rate of body weight and intake of lipoids and also of carbohydrates was quite 
clear. 

Concluding from the above statements, it can be stated that 
the absorption rate of each food matter is larger where the 
superfluous rate of nitrogen is under 309 and above 29% (79¢ in 
the case of junior laborers). But, the superfluous rate of nitrogen 
has no markedly close relation with the inecrement’s rate of body 
weight, while with the latter lipins especially lipoids have primary 
connection and carbohydrates come next. 

As to the relation of the amount of intaken foodstuffs (dried) 
to the absorption rates for these female subjects, it was observed 
that in the case where the amount of foodstuffs per kilo body 
weight was 16 to 17 gm. the absorption rate of each food 
substance was large. 


6. The most favourable combination of food substances. 


Taking together several items mentioned above the fluctuation 
rate of body weight, labouring quantity, the condition of nitrogenous 
and lipoidous (lipinous) equilibriums, and metabolic changes in 
menstrual phase into consideration, it can be concluded that the 
best combination of food matters, is roughly speaking as follows: 


L 0.13-0.2%-E 8-9%-F 1.6% -C 77-88% 


And this formula is almost equal to the following one which 
was assumed as the most favorable combination of food matters 
in the vegetable diet in the experiments on the various workmen. 


1 0.2%-E 8.4% -F 1.2-1.4 %-C 76-88 % 
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CALORIC RELATION. 
1. Energy or caoric requirement. 


The caloric requirement in the case where the nitrogenous and 
lipoidous (lipinous) equilibrium are maintained, is to be presumed 
as follows :— 


TABLE XI. 


si ere Per unit (kg) Bee Se 
Name.| Age. hours. ee Posen Pedy eae surface. 

(ebsolute) BY. | SOTSY"| Thtaken | Utilized | Intaken | Utilized 

Cal. Cal. Cal. Cal. Cal. Cal. 
: Cir (8) & P = ae 
6) < ° 4 

S.H. 28 Reading 2 2258 2213 £8 47 1476 1446 
KM. | 18 |Ciri3z(12)| 2219 | 2155 49 43 | 1405 | 1304 
xs. | 17 |cir 132 (113)) 2192 | £113 42 40 | 1289 | 1234 


As this table shows, the energy requirement is larger for the 
elder subject, and also in the slender and muscular one, while it 
is smaller for the fatty obese. And compared with the energy 
requirement in the case of the home mixed diet (where percentage 
content of animal origin to the total amount in. nitrogen, neutral 
fats, lipoids and carbohydrates was 209 (1299 in the case of 
K.M.) 21 to 44%, 14 to 49%, 0.18 to 0.7796 respectively) that 
of the case where the animal foods were reduced (the percentage 
content of animal origin to the total amount in nitrogen, neutral 
fats, lipoids and carbohydrates was $ to enn ea Co INS NM eet) 
13%, 0.129%. respectively) was about 10: to 209% smaller. The 
energy requirement of these female subjects is generally greater 
than three’ fourths of that of various workmen, thongh it is 
smaller in the ease of the fatty obes: subject. 

Supplementary cnerey amounus necessary to. meet the increase 
of the unit of labouring hours is, generally spenking, 1.6 to 2.2 
enlories ¢ yo unig (kilo) body weight, and 49 to 72 calories per 
unit aren (sqnave metve) of body surfuee. When. the labouring 
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quantity becomes larger, especially with. elder persons, it reaches 
3.6 calories per unit of body weight, and 112 calories per unit 
area of body surface, these figures being almost equal to those 
required by the factory workmen when the labouring hours were 
under eight hours. 


2. Late of utility (availability) of intaken energy. 


The maximum value of the rate of utility (availability) of 
intuken energy are in the younger subjects (N.S. and K.M.) almost 
equal, showing 97 (95)9 and 96 (94)°9 respectively, while those 
of the elder subject were much larger. In reference to the 
minimum value, that of N.S. is the largest, 96 (94.6)%, and those 
of the other two are almost equal, showing about 95 (92 to 93)% 
that of S.H. being slightly lower. The average values are appro- 
ximately equal to each other in all the subjects, showing 96 to 
97% (94.1 to 94.69%). 

The rates of utility (availability) of intaken energy in ease the 
nitrogenous equilibrium was not maintained, are generally under 
the average or show minimum value, and those of the case in 
which the lipoidous (lipinous) equilibrium was not maintained, are 
also chiefly under the average, or show the minimum value, 
though a few of them are slightly larger than the average, and 
the difference in percentage between the utility and availability 
is 2.6 to 2.9 in the case of S.H., excepting 3.2 in the fifth period 
and 2.2 in the eighth period, 1.7 to 2.0 in the case of K.M., 1.9 
to 2.4, excepting 3.0 in the fourth period, in the case of N.S., in 
short, generally speaking, it is cir. 2 to 3. 


3. Proportion of the intaken and utilized fuel value of protein, 
Sits, carbohydrates and alcohol to that of the total 
intaken and utilized energy. 
When the total facl value of intaken and utilized diet are 
shown by TT, and HL’ respectively, and the percentages of the fuel 
value of intuken and utlived protoin, fats, carbohydrates and 


nleshol to that of total ciet are indicated by TE, BP, C and A 
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respectively, the relation can be expressed in the following general 


formulae :— 
According to the total average value for S.H. ........-.. 
soe e cece es H=Ey9 Fyy Coe. Ao.oss H’=E,, Fs.2 Csg.4 Avis 
According to the total average value for K.M. and N.S... 
Ie OO H=B)9 95 Fss-34Csra—sz0 H'=Esoz5 F, 32.6 Coo-o1 


The average values in each period for all the three subjects 
are thus shown in the following table. 


TABLE XIL 


Nitrogenous (N) 
& Lipoidous (L| No. (I) H=E+F+C+(A) No. (Il) H/=E/+¥’+0/+(A’) 


Equil. 

1 E) F3 Ogg iv Ez7-s Fy2 Cyg9 
++ ——E 

2 Eio Fs Cse-s5 2/ Ey F34 Cgg-s7 

3 Ey Fs; Cgeg  Ao2 3/ E, Fis Cy Aoz 
¥+(A) 4 | Epo Fa5 Ce¢-s5 4/ Bs FE; go 

5 En Fs Css 5/ EK) Fy Cz 

6 | Ey Fez Cg7-98 6’ | Exc Fa.sy-2 Cor-92 (Ao.s) 
5 IES ae 


7 | Bio Fs@yOse-ses)(Ao2)| 7” | Es F32  Cgoo9 


* Shows that nitrogenous equilibrium was not maintained. A indicates that 
lipoidous equilibrium was not maintained. ~ 


Formulae for the menstrual period of S.H. correspond :—I No. 7 and IL No. 6/ 


* + . s K.M. an I No.6 , ILI No. & 
” ” ” ” NS. ” I No. 6 ” Ir No. vi 


From this table, it can be presumed that if the caloric com- 
bination of each food matter in intaken foodstuffs is as the formulae 
I No. 1 and If No. 1’ indicate, the subjects will generally, 
except in the case of the menstrual period, be able to maintain 
both the nitrogenous and lipoidous equilibrium. 
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4. Mutual relationship among the taken and utilized energy, 
increment’s (increasing) rate of body weight and 
superfluous rate of taken nitrogen. 


~ 


In the case where the intaken total energy is large (A or B 
class), its utility and the increment of body weight are larger and 
are accompanied by a higher superfluous rate of intaken nitrogen. 

When the utility was large, the average increasing rate of 
body weight, though inconstant, never lowered itself below normal, 
and superfluous rate of intaken nitrogen was large. 

If the superfluous rate of nitrogen is small under middle grade 
and increasing rate of body weight is larger above middle grade 
or at least is never small, the utility of energy is in middle grade. 
When the superfluous rate of nitrogen is about of middle grade, 
increment’s rate of body weight, though inconstant, is never very 
small and the utility of energy is in middle grade. 

Accordingly, when it is desired that the superfluous rate of 
intaken nitrogen be at or under middle grade and the average 
increasing rate of body weight will not be small, the intaken 
energy has to be in middle grade. 

Generally in the case where the labouring quantity is in 
middle grade, the increasing rate of body weight and the utility 
(availability) of energy are in middle grade, and the superfluous 
rate of intaken nitrogen is in_or under middle grade. 


5. Changes in caloric requirement in menstrual phase. 


The caloric requirement in the menstrual period is smaller than 
that in the premenstrual period and that. of the post-menstrual 
period is smaller again than that of the menstrual period, as is 
to be seen from the following table. Generally stated the caloric 
requirement is larger in the intermenstrual period and smaller in 
the menstrual and post-menstrual period, thus showing the opposed 
relation between these intermenst:ual and menstrual periods. 
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TABLE XIIL. 


Caloric requirement per kilo body weight per day. 


nme | Tat | ae | Iv | V | VE) VEE | Vint) IX] eras 
Ase ie ea | Bs 
su, (a3) | 89.) Se] 48 | St | 50] 58 | 48 | 5a | 458 em ereeseti a 
SH. (28) | (69) | (56) | (46) | (50) |(48.4)| (51) | (47) | (61) | (43) auc 
(59) | (56) | (46) | (09) |(48-4) | (51) | (47) | (51) | (48) Th) IX¢_) 
; 59 | 62 | 55 | ze] 43 ‘ 
HM. (18)! (58), | (60), (53). | (45) | (4 aime en an 
oa nx} SL | 48 laa eae ; 
NEAT): | cagy| (aay) Casy (SSR ase ah end 


Observations regarding the Constituents and caloric value of the 
excretory matters (urine, faeces etc.) and accessory food factors in 
them, will be separately summarized and published at some future 


With respect to the expense of these experiments, the author 
is very much indebted for the help chiefly given from the Osaka 
prefecture, to which the author’s hearty acknowledgements are due. 

In conclusion the author desires to acknowledge the receipt of 
helpful encouragements from Prof. Y. Kotake, the director of the 
Institute. 


UBER DIE PROTEINVERBINDUNGEN MIT 
SAUREN ODER LAUGEN. 


Von 
MASAJI TAKEDA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Lnstitut, Kaiserliche Universitat, Toleyo. 
Vorstand > Prof. Dr. S. Kakiuchi. ) 


(Eingezangen am 16, Juli 1922.) 


I. EQNuerrune. 

D-e wichtige Frage nach den Figenscha‘ten des Gemisches von 
Eiweiss mit Siuren oder Laugen ist schon seit langem von nam- 
haften Autoren erdrtert worden. 

Man hat sie auf verschiedenen Wegen zu losen versucht. Die 
guerst von Burgarsky uud Liebermann (1898) eingeftlirte, 
dann von Hardy (1905), Pauli und seinen Schtlern (Pacli 1920) 
festgchaltene Auff»ssung tber den Bindungsmodus yon Siiuren und 
Basen an Eiweisskorper fulrt zur Annalime von Eiweisssalzen, die 
sich in typischer Weise den Gesetzen der elektrolytischen und der 
hydrolytischen Dissoziation unterwerfen. 

Robertson (1918) nahm dagegen an, dass der Fintrith von 
Saiuren und Basen in das Proteinmolektl stets unter Spaltung des- 
selben in seiner Peptidkette in entgegengesetzt geraden Proteinionen 
und Verschwinden der Ionen der Siiuren und Basen nach dem fol- 
genden Schema erfolet, wobei die Peptidgruppe in der Enolform 
reagiert. 

H 
—COH=N-— + H* + Cl’ =— COH™t es 


| 
CL 


dsl 
| 


SCOHSN 2? + On =~ CON, +e NK 
| 
OH 
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Die vollkommenen direkten Versuche hezuglich unserer Frage 
sind nur sparlich gewesen: vor allem die elektrometrischen Mes- 
sungen von Manabe und Matula (1913), Pauli und Hirsch- 
feld (1914) an Siureproteinen. Andere zahlreiche Untersuch- 
ungsverfahren, wie mittels Fallbarkeit durch Alkohol (Schorr, 
1911), Messung der Viskositét (Pauli u. Handovsky 1909, 
Handovsky 1910, Pauli u. Falek 1912) sowie der optischen 
Drehung (Paseli u. Samec, 1914) stellen nur indirekte 
Beweismethoden dar, welchen die Eigenschaftan der Proteinionen 
zuerunde liegen. 

Wir haben allerdings noch eine direkte Untersuchungsmethode : 
Kryoskopie, welche auf der Bestimmung der Gefrierpunkterniedrig- 
ung der Losung basiert, ynd welche die Summe der Jonen plus 
Molekule erkennen lasst. 

Leider liegen in dieser Richtung nur wenige Versuche vor. 
Abgesehen von der Beobachtung am Alkalikasein von Robertson 
gibt es einen Versuch von Liebermann und Burgarsky, bei 
dem es sich aber nur um eine. einzige Sdure oder Alkalikonzen- 
tration handelt. 

Liebermann und Burgarsky zeigten, dass mit steigendem 
fiweisszusatz zu Siure oder Lauge eine starke Abnahme der De- 
pression, also eine sinkende molekulare Konzentration der Lésung 
stattfindet. 


II. ALBUMINLOSUNG UND VERSUCHSMETHODIK. 
1. Darstellung von Albuminlésung. 


In dieser Versuchsreihe bediente ich mich immer als Unter- 
suchungsmaterial des nach Hopkins und Pinkusschem (1898- 
1899) Siureverfahren hergestellten kristallisierten Ovoalbumins, das 
im weiteren mit (NH,),SO, fanfmal umkristallisiert uhd méglichst 
vom Ovoglobulin sowie von anderen unreinen Gemischen befreit, 
dann 4 Wochen lang unter positivem Druck nach Verfahren von 
J. Loeb (1921) dialysiert wurde. 
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2. Versuchsmethodtk. 


Bei meinen Versuchen bestimmte ich mittelst Beckmann- 
schen Apparates die Depression von Siuren oder Laugen mit ge- 
wisser Konzentration und die des Gemisches von Saure cder Laugen 
mit dialysiertem Albumin, und verglich sie miteinander. 

Bezuglich der Mischungsweise der Albuminlosune mit Saure 
oder Lauge ging ich so vor, dass 32ccm Albuminlosung mit 
Siure oder Lauge von gewisser Konzentration versetzt, dann mit 
destilliertem Wasser immer auf 64 ccm. aufgefillt wurde : 

32ccm Albumin+acem HCl (NaOH)+(32—z2) eem H,O 

Wiahrend einer Versuchsdauer kann der N ullpunkt des Ther- 
mometers schwanken, so bestimme ich der Genauigkeit halber am 
Anfang und Ende einer Versuchsreihe den Gefrierpunkt des reinen 
Wassers. Naturlich konnen geringfigige Fehler dieser Verfahren 
durch verschiedene Einflusse bedingt werden, wie z. B. durch die 
Zimmertemperatur, durch die Temperatur des Kaltebades, durch die 
Unterkuhlungstemperatur vor Eintritt des Gefrierens, und durch 
den Riihrungsgrad der Losung. Um diese Fehlerquellen vollstiindig 
zu beseitigen, wurden die Messungen der Gefrierdepression mit 
aller Vorsicht mittels einer Lupe wiederholt durchgefuhrt, wodurch 
ein tausendstel Grad gut abzuschétzen war. 


III. VERSUCHSERGEBNISSE. 


Experiment 1. 
TABELLE I. 
Ovoalbumin (Endkonzentration 0,4 9%) + HCl 
A =Depression der Salzsiiure allein 


D=Depression des Gemisches von Salzsiiture mit Albumin 
Depression der Albuminlésung = 0? 


Ronzpueation d. | x | D | A-D 


0,050 N. | 0,172° | 0,165° | 0,007° 
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0,025 N. 0,090° | 0,08u° 0,010° 
0,0125 N. 0,047° | 0,040° 0,007° 
0,0063 N. 0,023? | 0,023° | OF 


Dieser Versuch zeigt, dass das Sdureproteingemisch eine merk- 
lichere Depressionsabnahme im Vergleich mit reiner Salzsadure 
hat, d. h. eine Verminderung der Gesamtmolekulzahl durch die 
Saurebindung an Protein. 


Experiment 2. 
TABELLE II. 


Oyoalbumin (Endkonzentration 0,3 9%) + HCl 
Depression der Albuminlésung = 0° 


Konzentration d. 

HCl a sii | a-D 
0,500 N. Ee 1.737° | —0,010° 
0,250 N. 0,856° 0,857° | —0,001° 
0,125 N. 0,414° 0,409° | —0,005° 
0,0625 N. 0,204° 0,198° | 0,006° 

\ 
0,031 N. | 0,103° 0,096° 0,007° 
| 
0,016 N. | 0,052° 0,049° 0,003° 
0,008 N. | 0,026° 0,025° 0,001° 


Aus dieser Versuchsreihe ergibt sich, dass mit steigender 
~ ae} r Z » a Co : ° “* . . 
Salzsiiurekonzentration das Siureproteingemisch allmiihlich eine 
stirkere Aluiuliue der Depression als reine Salzsiiure erfihrt, welche 
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dem Gehalt des Albumins entsprechend einen bestimmten Betrag 
zeigt. Steigert man aber den Siiurezusatz bis auf eine Konzen- 
tration von 0,25 N. oder 0,5 N., so tritt dagegen eine Zunahme 
‘derselben in die Erscheinung. Da die elektrische Leitfihigkeit 
solches Siureproteingemisches auch die fast konstante Abnahme 
derselben trotz verschiedener Salzsiurekonzentrationen zur Folge 
hat, sofern die letztere 0.1 normal nicht iiberschreitet und bei 0,25 
N.HCl-Konzentration Zunahme derselben einzutreten beginnt, so 
lisst sich die Zunahme des kryoskopischen Wertes bei hdherer 
Salzsiurekonzentration leicht aus den Abbauvorgiingen beim Albu- 


min erklaren. 
Experiment 3. 


Da die, Differenz des kryoskopischen Punktes dem Gehalt des 
zugegebencn Albumins proportional ist, wurde die Albumin- 
konzentration bei diesem Experiment zu 0.75 Prozent vermehrt. 


TABELLE III. 


Ovoalbumin (Endkonzentration 0,75 9) + HCl 
Depression der Albuminlisung = 0° 


ame ae d. | a D Oe 

9,063 N. | 0),203° 0,189° 0,014° 
| 

0,016 N. | 0,05 1° 0,036° 0,015? 
0,008 N. 0,026° 0,018° 0,008? 
0,004 N. 0,014° 0,01 4° 0° 
0,002 N. 0,007° 0,011° | —0,00-4° 
0,001 N. 0,004° 0,009° | —0,005° 


So ee Ee ee ee 
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Man sieht aus diesem Versuch, dass erst bei einer HCl-Kon- 
zentration von 0,008 N. das Proteingemisch eine niedrigere Depres- 
sion als reine Salzséiure erfahrt. Bei weiterer Erhohung der 
Siiurekonzentration wird die Abnahme der Depression immer bedeu- 
tender und trotz weiterem Sdurezusatz bleibt die Abnahme der 
Depression auf fast konstanter Hohe wie beim vorigen Versuch. 


Experiment 4. 


Bei diesem Experiment wurde Natriumhydroxyd and: Am- 
moniumbhydroxyd an Stelle der Salzsiure der vorhergehenden Ver- 
suche gebraucht. Die Endkonzentration des Albumins blieb auch 
dieselbe (0.75 %). 


TABLLE IV 


Ovoalbumin (Endkonzentration 0,75 9%) + NaOH 
Depression der Albuminlisung = 0° 


Konzeutration d. 

NaOH | a | a-D 
0,063 N. | 0,181° 0,171° | 0,010° 

: 0,031 N. | 0,090° | 0,080° | 0,908° 
0,016 N. | 0,043° | 0,042° | 0° 
0,008 N. | 0,022° | 0,022° | 0° € 
0,004 N. | 0,011° | 0,011° | o° 
0,002 N. | 0,006° | 0,110° | —0,004° 
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TABLLE YV. 


Ovoalbumin (Endkonzentration 0,75 %) + NH,OH 
Depression der Albuminlisung = 0° 


an OnE d. | ae | D as 
0,250 N. 0,377° | 0,379° —0,002? 
0,125 N. 0,190? | 0,190° e 
0,063 N. 0,102? | 0,102° 0° 
0,031 N. 0,048? | 0,059° — 0,002? 
0,016 N. | 0,027° | 0,027° | 0° 
0,008 N. | 0,015° | 0,018° | —0,003° 


0,004 N. | 0,007° | 0,009° | —0,002° 


Aus Tabelle IV geht hervor, dass bis 0,31 N. NaOQH-Konzen- 
tration das Laugeproteingemisch keine merkliche Depressions- 
abnahme wie NaOH allein herbeifthrt, aber von dieser NaOQH- 
Konzentration an die Abnahme der Depression anfaingt, die bei 
weiterem Zusatz von NaOH immer auffallender wird. 

Das Gemisch von Albumin mit NH,OH zeigt bis zur hohen 
NH,OH-Konzentration von 0.25 N. keine Depressionsabnahme, 
vielmehr eher eine kleine Zunahme derselben im Vergleich mit 
NH,OH. allein. 


IV. ScHLUSSBETRACHTUNGEN. 


1. Aus der Gesamtheit meiner Untersuchungen lasst sich nun 
iiber die Ionisationsverhialtnisse des Salzsiurealbumins und des Al- 
kalialbumins folgendes entnehmen: Bei einer Konzentration von 
HCl 0,004 N. und bei einer Endkonzentration yon Albumin 0,75 % 
sieht man keinen Depressionsunterschied zwischen Salzsiurealbumin 
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und reiner Salzsiiure, was man so deuten konnte, das3 die Ionisa- 
tion des Salzsiiurealbumins ihr Maximum erreicht hiitte und total 
dissoziiert wurde. 

Bei zunehmender Siurekonzentration, z. B. bei 0,008 N. HCl- 
Konzentration tritt Abnahme der Depression des Salzsiurealbumins 
auf, die mit steigender Saéurekonzentration immer bedeutender wird 
und von 0,016 N. HCl-Konzentration an konstant bleibt. 

Diese Tatsache liisst sich wohl aus einer Jonisationszuruckdrang- 
ung des Salzsiurealbuming erkliren, die durch bei weiterem 
Siiurezusatz wachsenden Uberschuss freier Siiure bowirkt wird. 

Die Verbindung von Albumin mit Natronlauge hat eine gross- 
ere Neigung zur Tonisation als Salzsiiurealbumin, denn beim 
Zusammenubringen yon Albumin mit Natronlauge weist mein kryo- 
skopischer Versuch keine nachweisbare Ionisationszuriickdréngung 
des Natriumalbuminates bis zu verhiiltnismassig hoher NaOH- 
Konzentration von 0,03 N. auf. 

Die Ammonverbindung von Albumin. Wie aus meinen in 
Tabelle V angegebenen Versuchen von Ammoniak mit Albumin- 
verbindung zu ersehen ist, kann man hier keine Depressions- 
abnahme, sondern vielmehr eine geringe Depressionszunahme beim 
Gemisch yon Albumin bis zu héheren Konzentrationen erwarten. 
Es handelt sich lier um ein sehr stark ionisiertes Ammoniumal- 
buminat mit schwach ionisiertam Ammoniak, bei denen sich die 
Tonisationszurtickdriingung selbst bei hdheren NH,OH-Konzen- 
trationen nicht geltend macht. 

2. Detrachtet man die Tabellen IIT, IV und V eingehend, so 
wird man wahrnechmen, dass das Gemisch von Siiuren oder Laugen 
mit Albuimin in sehr schwachen Konzentrationen stats eine nach- 
weisbave Zunahme der Depression herbeifiihrt, eine erstaunliche 
Tatsache, weil cinerseits das Albumin allein keine Depression zeigt 
und auderseits die Erwartung gerechtfertigt ya soin scheint, dass 
dalei vickuchr cine Abnahme der Gesamtimolekiilzahl Cureh ctywaige 
Bindurzg von Siure oder Laugen an Fiweiss bedingt wird. 

Durch 4usammenbringen yon Gclatinue mit verdimuter Swiure 
fand Lillie (1907) mittels scinos Osmomets ein miichtives An- 
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steigen des Druckes, das mit zunehmendem Siiuregehalt zuerst 
rascher, dann aber langsamer verlief. Diese Drucksteigerung 
brachte Lillie mit einer feineren Zerteilung der Kolloidpartikel 
durch den Siiurezusatz und der daraus folgenden Oberflichenyer- 
mehrung in Zusammenhaneg. 

Diese sonderbare and bemerkenswerte Erscheinung liisst sich 
etwa  folgendermassen erkliiren: wihrend der  langzcitigen 
Dialyse erfolet eine Bindung zwischen den endstiindigen Amino- 
gruppen eines Albuminmolekuls und Karbosyleruppen eines andern 
Albuminmolekuls, wie unten stehendes Schema zeiet; wid durch 
diese Bindung des Proteinmolekuls zeigt sich also das Albumin als 
ein Konglomerat von zahlreichen Albuminmolektlen. 


NH,OH NH,OH 
aed RL 
COOH coo 
NH.,OH NH, 
RZ 3 RZ 3 
\cooH \cooH 
Wird eine sehr geringe Menge von Sduren oder Basen in 


solehe Albuminlosung gebracht, so witrde die eutececugesetzte 
Umwandlune durch geringen Einfluss davselben auf jedes Albuinin- 
molekil herbeigefthrt und es entsteht neben der Siiure- oder 
Laugeproteinverbindung auch eine gewisse Mahl Albuminmolekule. 
Da die erstere in der Losung dissoziiert wird, so haben wir hier 
ein an cer Depression sich beteiligendes ATbuminmolekul, Cl und 
Albuninion, also bandelt es sich um eine Zunzhme der Gesamt- 
molektIzahl, oder mm cinen nachweisbaren Austiez des osmotischen 
Druckes durch Eintritt sehr Kleiner Situve- oder Langemengen ins 
Fiweiss. Tntsprechend der Geschwindigkeit dieser peptisicrenden 
Wirkung erveicht die Erhoéhung des osmotisehen Dracks nur nach 
uywanzig bis dreissig Minuten cinen konstanton Weil 

8. Weiter fihren meine situitlichen Versuche Peweis difur, dass 
heim Eiweisseblorid cin Maxim der Tonisation eultritt, welehes 
bei ciner Endkonzentration' von Albumin 0,75 °F dev 0,00.£ N-TICI- 


= . - 4 = ‘ Sey fast oat Jae 
Konzentration entsprechen muss. Doi diesor TICE onventration 


muss cine Gleichzahl you Cl- wad Albuminionen in der Tosnng des 


Qeniisches vou Albumin mit Salzsiure vorhauden sein, sc muss eme 
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Hiilfte der Depression dieser Salzsiurealbuminlosung von 0,007 
aus Albuminionen von 0,75 % stammen. 

Da die Depression von einem Grammolekul Nonelektrolyt 1,85° 
betragt, so kann man nun aus folgender Berechnung die ungefahre 
Zahl des Molekulargewichts eines; Albuminions erkennen : 


OU 186 ae 


1,85 
a= 1982 

Fs lassen sich somit uber die Molekulargrosse der Proteine vor- 
laufig keine ganz sicher gestellten Angaben machen. Obwohl der 
Schwefelgehalt von Proteinen einen Anhaltspunkt fur die Bestim- 
mung ihres Molekulargewichts geben kann, so handelt es sich doch 
bei dem aus dem Schwefelgehalt erhaltenen Wert nur um eine 
Minimalzahl von Proteinmolekulen. 

Bezuglich des Schwefelgehaltes des Ovoalbumins sind indes alle 
Ansichten noch nicht ubereinstimmend, so teile ich hier nur ‘die 
Ergebnisse der besprochenen Analysen mit: 


No. - Beobachter Schwefelgehalt des 


Ovoalbumins 
Hofmeister | 1,09 96 
Schulz | 1,25 9% 
Langstein | 1,34 % 
Bondzynski u. Zoja; | 1,65 9% ; 
Hopkins | 1,57 % 
Osborne 1,61 9% 


Aus diesen Ergebnissen kann man den Schwefelgehalt des kristal- 
lisierten Ovoalbumins durchschnittlich als 1,5 % ersehen. 

Aus 1,5 % Schwefelgehalt ergibt sich das Molekulargewicht 
des Ovoalbumins zu etwa 2133 g, oder ein Multiplum davon. Die 


9 
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aus meinem kryoskopischen Versuch berechnete Molekulargrisse 
des Albuminions stimmt g@ut mit der aus dem Schwefelgehalt ge- 
schitzten Minimalmolekularzahl des Ovoalbumins wherein. 


V. ZUSAMMENPASSUNG. 


1. Das Salz von Albunsin mit NaOH zeigt eine grisscre Neig- 
ung zur Jonisation als Salzsiurvealbumin. Ammoniumalbuminat ist 
auch gut dissoziert und die Jonisationszuriickdringung macht sich 
selbst bei den hoOheren NH,OH-[Konzentrationen nicht bemerkbavr. 

2. Bei Albuminiumehlorid konnte ich einen Maximalpunkt der 
Jonisation nachweisen, welcher bei 0,75 9% Albamin der 0,004 N. 
HCl-Konzeutration entspricht. 

3. Awischen den endstindigen Amino- und Karboxylgruppen 
jedes Proteinmolekuls tritt bei langzeitiger Dialyse eine Bindune 
auf und dadurch ein aus zahlreichen Albuminmolektlen bestehen- 
des Konglomerat. Diese Bindung des Proteinmolekuls wird durch 
geringen Einfluss von Sauren oder Laugen getrennt. 

4. Nach meinem kryoskopischen Versuch am Salzsiurealbumin 
betrigt die Molekulargrésse des Albumins ungefahr 2000 Grain. 


Fur giitige Anregung und Unterstutzung bei dieser Arbeit durcl: 
Herrn Professor Dr. S Kakiuchi, in dessen Hand auch die 
Fortiihrung dieser Versuche liegt, spreche ich hier meinen besten 
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INTRODUCTORY. 


For the elucidation of the problems of enzyme action the study 
of the inhibitory effect exercised by varions substances seems to 
offer some promise in as much as such substances must affect cer- 
tain atomic groups in the enzyme molecules, which are principally 
responsible for the catalytic action. The oligodynamic action of 
such metals as gold, copper and silver is also allied to the in- 
hibitory action of their salts upon enzymes. I was beginning a 
somewhat detailed physicochemical study of malt amylase when 
the work of Olsson (1921) appeared in which he demonstrated the 
extraordinary sensibility of this enzyme to silver salts. According to 
his measurements the decrease of amylolytic activity is proportional 
to the amount of the silver salt added. If this simple relation «ac- 
tually hold, it seemed to open a way of determining the chemical 
unit of the enzyme, i, e. the quantity of amylase which combines 
with one atom of silver. I therefore repeated his experiments, but 
my own measurements do not bear out this simple relation. Yet 
the data obtained, imperfect as they are, seem not t» be devoid 
of interest and as I am prevented for some time from prosecuting 
the further experimental study of the subject, I decided to publish 
them together with some theoretical deductions. 

Amylase employed in these experiments was obtained from 


* The essential content of this paper was delivered before the annual meeting 
of the Japan Chemical Society held on the 10th April 1922. 


118 G. Mori: 


fresh malt prepared from barley. The methods given by Effront 
and by Osborne were followed, but the sample obtained had 
but»a moderate activity, the Lintner number being - 102.5. 
Soluble starch was prepared by digesting potato starch with 
dilute hydrochloric acid for about a fortnight. It was used as a 
2 % solution. 

The measurements were made in the following manner. To 
Fcc. of the amylase solution was added Ace. of the solution of 
the inhibitory substance, then 128 ec. of 2% starch solution fol- 
lowed by a volume of water* so as to make up the total volume 
of the mixture to 160 ce. in every case. 16 cc. of the mixed solu- 
tion was pipetted out after. intervals of 10 minutes and the maltose 
produced was determined by the methods of Bertrand and Mohr 
and also by measuring the volume of F'ehling’s solution reduced. 
Parallel measurements showed good agreement and where more 
than one determination was made mean values are given. The 
temperature of the experiments was 30°C. throughout. One and 
the same amylase solution, protected by addition of toluene and 
kept in an ice-box, was used in all the determinations. 

The rule of Duclaux holds pretty. closely until 35-40 % 
starch is hydrolysed. This rule can be expressed by the following 
equation : : 

Et 


——= Fr (const.) 
m 


where E=number of c.c. of the enzyme solution, 
t=time in minutes and 
m= percentage of starch hydrolysed. 
When an inhibitory substance is present the activity of the enzyme 
is decreased. We may ascribe this to the diminution of the enzyme 
itself and calculate the amount of the remaining enzyme ¢ by the 
following equation : 


It is not to be supposed that the enzyme is destroyed by the 


* Made Py; = 5,6 by adding acetate-acetic acid mixture. 
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inhibitory substance, because, as will be shown below, it is only tem- 
porarily rendered inactive and recovers its amylolytic power on the 
removal of the inhibitory substance, as also stated by Olsson. 


THE INHIBITORY ACTION OF SILVER NITRATE. 


The greatest number of measurements were made with silver 
nitrate. A one hundred thousandth mol (10-°N) solution of this 
salt was prepared and Ace. of it were added to Ecce. of the 
aniylase solution. In order to show the nature of the experimental 
data the results of one series of measurements are given in eatenso 
in the table 1. The value of the constant r was determined here 
by a blank experiment without addition of the inhibitory substance. 
2cc. of the enzyme solution was used. 


m 
t : m are 
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Similar determinations were rep2ated with E=1ce. and E= 
> ec. All the values of ¢ found with varying amount of A are 
collected in the following table. 


TABLE IL 


Value of € with varying E and A. 


SL 05) 02) 520k 


—" 
to 
on 
> 
we 
w 
lor) 
no 
© 
tO 
(st) 


i 100) 284) ed) 61) eat Vat 213) 08) <05) 2038) -02 


2 2.90] 1.74] 1.44] 1.26] 1.07]. .99] .52/ -.30] .18] .11]. .08 06) .04 


As Ace. of the silver nitrate solution are contained in 160 ce. 
of the mixture the corresponding concentration of the silver silt is 
oo x 10-°=6.25 x 10-° A mol. In the most dilute solution it is 
only 1.25x10-* mol, yet the activity of the enzyme is diminished 
by 14 %. 

On representing the relation between A and ¢« by curves as 
shown in Fig. 1, we perceive that it is only in the region when 
the concentration is less than 6x10 mol that the inhibitory 
action is proportional to the concentration of the silver salt. The 
curves have very regular courses and it is quite evident that there 
must exist a well defined and comparatively simple relation between 
the silver salt and the enzyme. 

The form of the curves suggests that the inhibition may be 
due to the adsorption of silver salt (or silver ion) by the enzyme. 
But on making some calculation on this hypothesis its unten- 
ableness became quite clear. Then on inspecting table 2 more 
closely I was struck with the fact that in the region, where 
A is large, ¢ is proportional directly to KE’ and inversely to A’. 
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This can be accounted for, if we make the assumptions expressed 
by the chemical equation : 
Z,t+2Ag22ZAg (1), 

where Z, denotes a double molecule of the enzyme, which combines 
with silver ions to form two molecules of the compound ZAg. The 
exact nature of the reaction is immaterial to the following deduction. 
For example we need not know whether Z, is an anion or whether 
positive ions, such as hydrogen ions, are set free in place of the 
silver ions. 

Let E denote the total or initial concentration of the enzyme, 
while ¢ denotes that of the free enzyme, both expressed in an 
unknown unit. Juet A be the concentration of silver ion, the unit 
being 6.25 10-8 mol per liter, a factor to convert the enzyme 
unit to the silver unit. In the state of equilibrium the following 
relation must hold, 

efA—a(E—s)}? = K(H—e)? ~-(2) 
because evidently the concentration of ZAg must be proportional 
to E—e«. The equation can also be written: 
becuse an ie = K (constant) 
(Ge 
hence where A is large in comparison to @ and ¢ is small in com- 
parison to Ii the expression becomes approximately 


eee 
A? 


as found experimentally. 
In order to compare the experimental data, with equation (2) 
it 18 more convenient to transiorm it into the following form: 
A=VK=S2+aE-9) (3) 


and to find by trial the values of K and a from experimental 


values of A, E and «. It was found that with K=+5 and a= 


; equation, (3) represented the experimental results pretty closely. 


The dotted curves in Fig. 1. are drawn in this way. 
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We can now evaluate the concentration of the enzyme in or- 


_dinary units. The unit of E is , of that of A, or 


- x 6.25 x 10-8=1.6 x10 mol 


or as double molecule 0.8 x 1075 mol. 
From this we see how very dilute such enzyme solution may 
be. Assuming 20000 as the molecmar weight, a liter of the 


’ : ‘ i eer 
solution will contain only milligramme of the enzyme. 


We can also determine the numerical value of the equilibriam 
constant of reaction (1). Denoting with I, <’ and A’ concen- 
trations of the total and free enzyme and that of silver nitrate i 
the ordinary unit (mol per liter) we sce that they are numerically 
6.25 x 10-8 times E, ¢ and A respectively. Further let k denote 
the equilibrium constant when concentrations are in the ordinary 
unit. Then we have from (1) 


= eA’ —al Ee’ —<’)}*? = ka(h’—2’)?. 


or 
1 / ! 1\ 22 
— ¢/{A’—aih’—¢')}° ; scan ate 
~ae = fon 108% ae 
a’(E’ —<’)? 2’ Ei — =) }* 
=6.20 10-8 « =4x107' 
2a" 


This value of the dissociation constant of the silver-enzyme 
compound is in itself not improbable. If silver nitrate as well as 


ig 1 
amylase be mixed in equivalent quantities so as to form a iano 


mol solution, about 7 % of each will be left free, the rest forming 
the compound, which will most probably be insoluble in water and 
could thus be separated. A single trial in this direction did not 
yield any decisive result, but it deserves to ke repeated under 


more favorable conditions. 
As the foregoing chain of reasoning is based on deductions 
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from experimental data of somewhat doubtful accuracy as well as 
on rather hazardous assumptions, the conclusions can have but’ 
little weight. Yet the vista thus opened seems so very enticing 
that I have not desisted from putting them before the reader. 

The foregoing considerations presuppose the possibility of re- 
covering the enzyme from its inactive compound. This has been 
tested in a simple manuer by adding a single drop of an aqueous 
solution of hydrogen sulphide to the enzyme solutions (HE=1 cc.) 
to which various amount of silver nitrate had been added. As 
shown in Fig. 1. the amylolytic activity is recovered to about S7— 
88 % in every case. This proves conclusively that the enzyme is 
not destroyed by silver nitrate, at least not in very dilute solutions. 
Needless to say that we ‘have confirmed beforehand the perfect 
indifference of the enzyme to hydrogen ‘sulphide: Whether the 
slight diminution of the activity is due to a slight solubility of silver 
sulphide his not been determined. The decrease of activity to the 
extent of 12-18 % corresponds to about 10-° mol of silver ion. 
The solubility of ordinary silver sulphide is far less. Still it is 
not unthinkable that owing to the great tenuity, the silver sulphide, 
‘ it forms a solid phase at all, is in so highly dispersed a state 
that the solubility is enormously enhanced. 

In comparison to the sulphide, silver chloride is a much more 
soluble salt and its inhibitory action has already been studied by 
Olsson, whose observation is confirmed by my determinations. 
The procedure was quite similar to that described above, Ac.c. of 
silver chloride solution, saturated at 30°C, being taken instead of 
the nitrate solution. The results are shown in the following 
table. 
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TALBE III. 
Silver chloride 
E=1 ce. 
/ 
- A € A o=—~ x10-5 
0 l 0) ae 
il “71 a s15) 1.35 
2 100 26 deo 
3 O54 3.6 1) 
4 ,032 4.7 12 
mean 1.23 


From the curve of fig. 1. the values of silver nitrate corresponding 
to the values of ¢ in this table are sought and given as A’. As 
the original concentation of the nitrate solution is 10-® mol, the 


/ 
ratio A’ x 10-8 ought to give the solubility of silver chloride, 


provided silver ion alone is responsible for the inhibitory acticn. 
The mean value of the solubility calculated in this way is 1.23 x 
10-* mol, while the value given in the literature is 1.74 x10-*. The 
discrepancy is rather too large. 

The experiments with silver bromide were quite analogous, only 


much larger volumes of the solution were taken, 


TABLE IY. 
Silver bromide 
1 Dye—pil Karey 
A/ 

A € At erate ia 
0 1 0) = 
LO 50 sho 0.075 
20 ma) AOS 0.103 
30 054 SPN) 118 

mean 0.106 
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mean valne of 2*.x10 is 1.06x10-° while in the literature 
A 

, solubility of silver bromide at 30° is given as 1.01 x 10~° mol. 

The results demonstrate that the inhibitory action on amylase 
can be employed to estimate roughly very minute quantities of 
silver ion. 10 9% decrease in the amylolytic action, which can be 
measured quite readily, corresponds to about 8 x 10~° mol of silver 
ion. 

The data in tables 3 and 4 are shown in fig. 2. together with 


K=I ce. curve of fig. 1. 


INHIBITORY ACTION OF SOME OTHER METALLIC SALTS 


Auric salt. A 10-* mol solution of sodium chloraurate was 
prepared and Ace. of this solution were added to the enzyme 
solution (E=1ce.). The results are shown in fig. 3. 

Cupric salt. A 107" mol solution of copper sulphate was used. 
The results are shown in fig. 3. 

Lead salt. A 107? mol solution of lead acetate was used, be- 
cause the inhibitory action is so much weaker than that of the 
foregoing metals. The results are shown in fig. 3. 

A glance at these figures shows that A ¢ curves present very 
similar features in all the cases. In order to facilitate the com- 
parison the curves of fig. 1. (E=1cee.), and fig. 3, are united in 
a common diagram (fig. 4). The unit of concentration for silver 
nitrate is unchanged, that of gold chloride is taken 18 times lar- 
ger, and those of load acetate and copper sulphate 30 and 1400 
times. We see that all the experimental points lie very nearly on 
one curve. We may therefore conclude that the strength of the 
inhibitory action of these salts stands in the following ratios. 

Silver nitrate Gold chloride Copper sulphate Tead acetate 
1 j 1 


1 ae ; 5 
13 30 1400 


The strength of the inhibitory action seems to stand in some 
relation to the tendency of the metu ts combine with nitrogen 
in complex organic compounds, and lends some support to the as- 
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sumption made above, that the inhibitory action is due to the 
formation of a compound between the enzyme and the metal. 

Fig. 4. demonstrates that the inhibitory -action is the same 
function of the concentration of the metallic salts in all the cases 
studied. 


SUMMARY 


1. The inhibitory action on malt amylase of nitrate, chloride, 
and bromide of silver, gold chloride (as sodium chloraurate), copper 
sulphate and lead acetate has been studied. 

2. It has been shown that the inhibitory action is the same 
function of the concentration of the metal in all the eases studied, 

3. The strength of inhibitory action of the salts of silver, gold. 
copper and lead stands in the ratio of 1: ie : oe, 

18 ° 30° 1409 

4. On the assumption that the inhibitory action is due to the 
formation of a compound between the metal and the enzyme an 
equation is obtvined, which represents the relation between the 
concentrations of the enzyme and silver nitrate on one hind and 
the strevgth of the inhibitory action on the other with tolerable 
approximation. 

5. It has been attempted to evaluate the dissociation constant 
of the compound formed by the enzyme-and silver ion, also to 
evaluate the concentration of the enzyme in the ordinary unit. 

G. The solubility of silver chloride and bromide in water has 
been estimated from the inhibitory action of their solution and was 
found in rough agreement with the established data. 


In conclusion I tender my hearty thanks to Prof. K. Ikeda 
under whose guidance the foregoing work has Leen done, 
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UBER DIE GLYKOLYTISCHE KRAFT DES BLUTES. 
* Yon 
YOSHIKANE KAWASHIMA. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts fir Infelclionskcranicheiten 
der Universitét zu Tokyo. Vorstand: Dr. Kohmoto.) 


(Hingegangen am 22. September 1922.) 
EINLEITUNG. 


Claude Bernard (1878) hat zuerst den glykolytischen Vorgang 
im Blute erkannt. Auf ihn folgt nach grindlicherer Untersuchung 
Lépine (1892) mit der Erklirung, dass dieser Vorgang von 
irgend einem Ferment herruhrt und sich auf die Ursache der 
Glykosurie bezieht, und er bezeichnete es als ,, ferment glycoly- 
tique.“‘ Seitdem sind mehrere Forschungen uber dieses Ferment 
bekannt geworden. Besonders hat Spitzer (1894) die Exsistenz 
der glykolytischen Substanzen erkannt, welche nicht nur im Blute, 
sondern auch im Extrakte des Organ- und Lymphgewebes vor- 
handen sind. Colenbrander (1893), Seegen (1891) u. a. 
kehaupteten, dass das Ferment in den Leukozyten vorkomme, aber 
nur durch ihre Zerstorung, d. h. als postmortale Erscheinung, 
entstehe. Doyon u. Morel (1903) sagten dagegen, dass die 
Glykolyse von der Exsistenz der gesunden Blutkorperchen bedingt 
werde, da bei der Zerstérung der Blutkorperchen durch Wasser 
diese Funktion verschwinde. Spiter erkannten Rona u. Arnheim 
(1913), dass die glykolytische Wirkung aber wieder auftritt, falls 
man durch Zusatz von Natriumphosphat oder -karbonat den Reak- 
tionsgrad dem des eigentlichen Blutes gleich macht, obwohl dabei 
THiimolyse entstand. Weiter ‘haben. sie |festgestellt, dass die Leu- 
kozyten elykolytische Kraft verurs iechen, die aber nicht so stark 
ist wie die der FErythvozyten. 

Dureh golche verschiedene und widerspruchsvolle [Ergebnisse 


dher die elykolytische Wirkung des Blutes angereet, habe ich die 
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folgende Untersuchung angestellt. Als ich diese Abhandlung 
schon fertig zusammengefasst hatte, erschien eine neue Arbeit von 
Aibara, worin er auch die Unwirksamkeit der hamolysierten 
Blutkérperchen auf die Glykolyse bestitigte. Da ich meine Arbeit 
an mehreren Punkten fur etwas ausfahrlicher als seine hielt, lasse 
ich die nachstehenden Ergebnisse folgen. 


IL. UNTERSUCHUNGSMETHODE. 


Fir die Experimente wurden ausschiesslich Kaninchen verwen- 
det. Aus der Ohrvene wurde das erforderliche Blut entnommen, das- 
selbe wurde in einen Kolben mit Glasperlen gebracht, defibriniert, 
mittles der Zentrifuge das Blutserum abgetrennt, und die Blutkorper- 
chen mit der physiologischen Kochsalzlésung 3-4 mal ausgewaschen. 
Durch nochmaliges Zusetzen derselben Losung wurde die Aufschwem- 
mung der Blutkorperchen hergestellt. Weiter wurde zu dieser 
eine gewisse Menge 10% 'Traubenzucker enthaltende isotonische 
Kochsalzlosung hinzugefigt, welche dann in einen 37°C Brut- 
schrank gestellt wurde. Zur Feststellung des Zuckergehalts wurde 
das Mikroverfahen von Bang befolgt. Anfangs wurde taglich 
einmal dasselbe Blut mehrere Tage serienweise untersucht. Dabei 
erreichte die Glykolyse meistens in den ersten 24 Stunden den 
hochsten Grad, und in den folgenden war nur in wenigen Fallen 
eine geringe Zuckerabnahme zu beobachten. Da aber die Wirkung 
nach 3 Tagen ganz verschwindet und zuweilen die Reduktions- 
menge des Kupfers eher einen etwas grosseren Wert anzeigte, 
wurde die Untersuchung innerhalb 24 Stunden abgeschlossen. Vor 
und nach jeder Untersuchung wurden die Blutkorperchen mit dem 
Hamozytometer von Max Levy berechnet. Die Bakterienfreiheit 
wurde stets durch aerobe und anaerobe Kultur sichergestellt. 


Ti. Gtyxonyriscuz— WirkuNna DES BLUTSERUMS UND PLASMas. 


Anfangs behauptete Arthus (1891-1892), dass das glykolytische 
Ferment in dem Blutserum und Plasma vorkomme. Nach Doyon 
u. Morel (1903) fehlt es aber im letzteven. Eug. Vandeput 
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(1910) dagegen beobachtete eine erregende Beeinflussung der 
Wirkung des glykolytischen Ferments durch Zusatz yon Trauben- 
zucker zu dem Blutplasma. Nachher wurde von Lépine u. 
Boulud (1907), Ronau. Doblin (1911), Milne u. Peter (1912), 
Maclead (1913), K. Yada (1921) u. a. experimentell nachge- 
wiesen, dass das Blutserum und Plasma dieses Ferment entbehren. 
Diese Anschauung wird heute allgemein anerkannt. 

Bei meinen Versuchen war die Glykolyse des Blutserums (nach 
Blutgerinnung und Defibrin’-~ung abgetrennt) und Plasmas (Ox- 
alat- und Hirudinplasma) neyativ, wie aus der Tabelle ersichtlich. 
Die Unschadlichkeit des Kaliumoxalats und Hirudins auf die 
Glykolyse bei diesen Versuchen beweist die Kontrollprobe, die 
uber das ganze Blut angestellt wurde. Trotzdem das Blut diese 
Substanzen enthiilt, tritt eine deutliche Verminderung des Zuckers 


ein. 
TABELLE I. 
Zuckergehalt in 9 |, : 8 | bas 4 Sy 
a eS Y DQ —=N 
a tg Vor | Nach Nach (25 2) Sip ,8858 
pe cucteuille dem | 24 St. 48 St/S$3 o| a SRE gaa 
Vers | in | i NQ 8" aeeene 
such | 37°C. | 37°C.|__ A §43\§ 38 
Zuckerlisg. 5cem+Serum 1 cem+ 
PPOLUOUS US: COM syste tue icieiestsiy ise 0,150) 0,153) 0,153 0 0 
- Zuckerlisg. 1 eem-+Serum 1cem-+ 
DOF Wecme tonal: Seen ter- 0,109; 0,117, 0 0 
Serum, nach Blutgerinnung abge- 
PPOTU So Gerciezis home woes net ictsiaie © 0,161} 0,162) 0,158 0 0 
Desoleichens ase ee tea 0,119) 0,118} 0,119 0 0 
Serum, uach Defibrinierung abge- 
spend: bie ce See eee 0,181] 0,182 0 0 
Oxalatplasma + Zuckerlisg. ...... 0,290} 0,193) 0,198} 7 3,5 
Oxalatblut + Zuckerlisg. .......... 0,184 0,061) 0,027) 123) 66,2 
157 | Sars 
Desgleichen ausgewaschen + ; : = at 
VAAN OEE Le CBA OD OO DACO oC 0,183 0,112) 0,115) 71} 38,8 
Hirudinplasma + Zuckerlisg....... 0,290] 0,289 0 0 
Hirudinblut + Zuckerliisg. ........ 0,225) 0,104 121 | 53,8 | 5,586 21,8 
Desgleichen ausgewaschen = -+ : 
Zuckerlisg. ..... ee. kee 0,221} 0,115 106 | 43,0 | 5,760 18.4 
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IV. GLyYKOLYTISCHE KRAFT DER ERYTHROZYTEN DES 


GESUNDEN KANINCHENS. 


Da es klar geworden war, dass das Blutserum keine zuckerspal- 
tende Kraft dusserte und die Glykolyse in den Blutkérperchen 
vorhanden sein musste, was die Forscher schon festgestellt hatten, 
wurde die Blutkorperchenaufschwemmung des gesunden Kanin- 
chens nach der vorher erwahnten Methode hergestellt, und dieser 
die Traubenzuckerlosung hinzugefiigt, wodurch eine auffallende 
Verminderung des Zuckers erzielt wurde, waz auf der ndachsten 
Tabelle veranschaulicht ist. 


TABELLE II. 


Zuckergehalt in 1 Zucker- 
% Zucker- | Desglei- eee abnahme 
Versuchsfiille Wor dem Nach abnahme| chen Erythr. a 
20-24 | . 2 Einheit, 
Ver- St.in | @ ™s in % Taasend Ery- 
such 37°C, throzyt. 
1 Blutkérperchenauf- 0,300 0,153 147 49,0 7,728. 19,0 
schwemmung + Zucker 
2 0,298 OS3 165 Bayh) Leyes. 24,4 
33 0,270 0,109 161 59,6 | 6,656. 24,2 
4 0,245 0,123 122 49,8 | 6,496. 18,8 
5 0,256 0,142 114 44.5 | 6,256. 18,2 
6 0,242 | 0,136 106 43,8 | 6,208. yal 
7 0,213 0,074 139 65,3 | 6,184. 22.5 
8 0,200 0,075 125 62,5 | 6,184, 20,2 
9 0,250 0,142 1(8 43,2] 6,144. 17,6 
10 U,284 0,172 112 39,4 | 6,144. 18,2 
11 0,261 0,129 132 50,6 | 6,056. 21,8 


Durchschnitt : 128 51)2 20,3 
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Zuckergehalt in % Zucker- 


- |Zahl der 
Versuchsfiille ee 20-24 Dealt an ee mt Mh 
5 pesca 1. (aesead throzyt. 
1 Blutkérperchenauf- 0,247 0,143 104 42,1} 5,920. 17.6 

schwemmung + Zucker . 

0,155 | 0,067 88 56,8 | 5,880. 15,0 
3 0,219 | 0,101 118 53,9 | 5,872. 20,1 
4 0.266 | 0,147 119 44,7 | 5,864, 20,3 
5 0,233 | 0,147 86 36,9 | 5,856. 14,6 
6 0,281 | 0,186 95 33,8 | 5,776. 16,4 
7 0,248 | 0,107 141 56,9 | 5,752. 24,5 
8 0,234 | 0,156 78 33,3 | 5,744, 13,6 
9 0,205 | og12 93 45,4 | 5,704. 16,3 
10 0,171 | 0,085 86 50,3 | 5,588. 15,4 
11 0,157 | 0,042 115 73,2 | 5,560. 20,7 
12 0,297 | 0,168 129 43,4 | 5,544, 23,3 
13 0,207 | 0,124 83 40,7 | 5,512. 15,1 
14 0,207 | 0,123 84. 49,6 | 5,432. 15,5 
15 0,198 | 0,119 79 39,9 | 5,392. 14,7 
16 0,317 | 0,191 126 39,7 | 5,352. 23,5 
17 | 0,167 | 0,090 77 46,1 | 5,248, 14.7 
18 0,271 | 0,167 104 38,4 | 5,240. 19,8 
19 0,279 | 0,190 89 31,9 | 5,232. 17,0 
29 0,280 | 0,142 88 S8j3 | DlGo: 17,0 
21 0,190 | 0,116 74 38,4 | 5,136. 14,4 
22 0,275 | 0,199 76 27,6 | 5,089. 15,0 
23 0,211 | 0,121 90 42,7 | 5,072. eve 
24 0,210] 0,094 116 55,2 | 5,072. 22.9 
25 0,257 | 0,146 111 43,2 } 5,048. 21,9 
Durchschnitt 98 | 43.7 18.6 


eS ee ee A le 
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Zuckergehalt in % Pee woes Zab de Boe 

Versuchsfiille igs op 20-24 J Cae Einheit, i ae 

such | S,io | in mg | in % /Tausend | throzyt. 

1 Blutkérperchenauf- 0,243 | 0,164 79 32,5 | 4,992, 15,8 

schwemmung + Zucker 
2 0,280 | 0,178 102 | 36,4] 4,976, 20,5 
3 0,223 | 0123 100 44,8 | 4,976. 29,1 
4 0,241 | 09.126 115 47,7 | 4,904. 23,5 
5 0,202) 0,125 77 38,1 | 4,872. 15,8 
6 0,244 | 9472 72 29,5 | 4,856, 14,8 
7 0.188 | 9110 78 41,5 | 4,768, 16,4 
8 0,254 | 9197 67 33,1 | 4,696. 14,5 
9 0,223 | 0.116 107 48,0 | 4,690. 23,3 
10 0,219 | 0118 101} 461] 4,440. 22,7 
11 0,228 | 9193 105 46,1 ' 4,212. 24,9 
12 0,177 | 0,105 72 40,7 | 4,112. 17,5 
13 0,266 | 0139 76 36,9 | 4,104. 18,5 
14 0,211] 0,146 65 30,8 | 4,048. 16,1 
ils 0,290) 0121 79 39,5 4,040. 19,6 
Durchschnitt 86 39,4 18,9 
1 Blutkirperchenauf- 0,250 0,174 16 30,4 | 3,616 21,0 
schwemmung + Zucker - 
2 0,180 | 0,126 54 30,0 | 3,384 16,0 
3 | 0,241 | 0,166 75 31,1 | 3,368. 23,3 
4 | 0,229 | 0,176 58 93:3 | 3,352 15,8 
5 | 0185] 0128] 57] 9081 3249.| 17,6 
| 

eee Ns Serf) | ; - ae 
Durchschnitt | 63 QT 1 18,5 
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Zuckergehalt in % 


Zucker- | Desglei- Zahl der| Zucker- 
4 Nach Erythr, #>nshme 
- Versuchsfiille ‘Vor dem abnahme| chen Fahey, avy ih Gk 
< Ver 20-24 ‘ : Einheit, Ery- 
such ee in mg | in % |Tausend throzyt. 
1 Blutkérperchenauf- 0,272 0,229 43 15,8 | 2,976. 14,4 
schwemmung + Zucker 
2 0,264 0,237 27 10,2 2,728. 9,9 
3 0,212 0,186 26 12,3 | 2,528. 10,3 
4 0,134 0.103 31 23,1 2,456. 12,6 
5 0,195 | 0,183 12 6.2} 2,392. 5,0 
Durchschnitt 28 13,5 10,4 
1 Blutkérperchenauf- 0,172 | 0,137 35 29,3 | 1,864. 18,8 
schwemmung + Zucker 
2 0,204 0,170 34 16,7 1,848. 18,4 
3 0,189 0,167 22 11,6 1,462. | 15,4 
4 0,189 0,155 34 18,0 | 1,416. 24,0 
Durechschnitt 31 1353 19,2 


Im ganzen wurden 65 Fille untersucht und festgestellt, dass 
die glykolytische Kraft, bei der Zuckerkonzentration von etwa 
0,317-0,1559, nicht von der Zuckerkonzentration, jedoch von der 
Zahl der Erythrozyten abhingig ist. Das Verhiltnis der Erythro- 
zyten zu der zerstorten Menge des Zuckers weist keinen deutlichen 
Unterschied auf. Die Verminderung des Zuckers auf eine Million 
Erythrozyten ist durchschnittlich ca. 18mg. Die glykolytische 
Kraft der einzelnen roten Blutzelle wird nicht durch Verdunnung 
des Bluts mit der physiologischen Kochsalzlésung beeinflusst. Die 
glykolytische Kraft der Blutzellen zeigt natiwlich individuelle 
Schwankungen.' Macht man den Zuckergehalt desselben Bluts 
yerschieden, so ‘ist diese Schwankung nur klein, und der Unter- 
schied zwischen dem Maximum wind Minimum ist weniger als 
4 me, wie Tab. LIT zeigt. Obwohl es schwer war, bei den Jx- 
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perimenten den Zuckergehalt jeder Probe fast gleich zu machen, 
und ein geringer Unterschied zwischen den eigentlichen und 
Kontrollversuchen unvermeidlich war, ist es jedoch fur die Beur- 
teilung der Ergebnisse ohne Belang. 


TABELLE III. 


Zuackergehalt in % Zahl d Zucker- 
Vv Nach Nach | Zucker- | Desglei- = ‘ne abnahme 
Versuch ae 20-24 | 45 St. jabnahme} chen bigs 
dem SEA S 5 a Einheit aie 
Vv n| St in in inmg | in % |rausend Million 
eae eee ers: Erythr. 
0,190 0,116 0,100 99 47,4 | 5,136. 17,5 
No. I 0,202 0,125 0,110 92 45,5 | 4,872. 18,9 
0,275 0,199 0,187 88 32,0 | 5,080. 17,3 
0,185 0,128 57 30,8 | 3,240. 17,6 
Nose LE 0,229 0,176 53 23,3 | 3352. 15,8 
0,272 0,229 43 15,8 | 2,976. 14,4 
0,134 0,103 0," 99 35 26,1 | 2,456, 14,3 
No. ITI 
0,264 0,237 0,224 40 11,8 | 2,728. 14,7 


Lob (1910-1911) sth eine Stzigerunge der Zuckerspaltung des 
Blutes durch Zusatz von Phosphat. Rona u. Doblin (1911) 
haben experimentell festgestellt, dass die glykolytische Kraft 
durch ein Gemisch von primiirem und sekundirem Natrium- 
phosphat mit einigen Ausnahmen sich steigerte. Ich habe nach 
Michaelis u. Skwirsky (1909) cin Gemisch von primiirer und 


m . . a 5 + . 
sekundiirer 7 Natriumphosphatlosung (Kahlbaum) im Verhiiltnis 


Na,—1 : e 
188 ( os) hergestellt. Diese Phosphatlosung sowie die 


Losung 1,5 T. NaH,PO,+2. T. Na,HPo, (die H-Ionenkonzent- 
ration ist fast neutral oder amphotiir gegen Lackmus) zur Auf- 
schwenmung der Blutkérp2:chen hinzugefiiet, mm die glykolytische 
Kraft zu priifen. 
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TABELLE IVY. 
Zuckergehalt in % mahi a Zucker- 
= a eee Ducker-||| Degelei- “pry. @bnabme 
Versuchsfiille Vor Nach abnahme} chen | throzt. ee 1 
a eae Finheit: Million 
fz St. in | in mg | in % | Ery= 
Versuch 3700, o |Tausend throzyt. 
Blutkérperchen in physiolog. 
NaCl-Lisung mit Zucker..| 0,295 0,112 93 45,4 | 5,704. 16,3 
Blutkirperchen in Ringers 
Lésung mit Zucker...... 0,226 0,128 98 43,4 936. 16,5 
Vollblut + Zuckerlésung .... 0,285 0,071 214 ies 5,704, ayes 
Blutkirperchenaufschwemm- 
ung (phys. Kochsalzlésung) 
+Zuckerlisung.......... 0,317 0,191 126 39,7 | 5,852. 23,5 
Vollblut+Zuckerlisung ....| 0,274 0,076 198 72,3 | 5,840. 33,9 
Gewasch. Blutzell. + Gemisch 
von 1,5 T. NaH,PO, und 
2T. Na,HPO, + Zuckerlis- | eo 
Woeled ada GEN Co ae eae 0,299 0,106 193 64,5 | 5,224.) <69 
Gewasch. Blutzell. + Gemisch | 
von 1 T. NaH,PO,-8T. is Fe 
Na, HPO, + Zuckerlésung, | 0,269 0,044 225 83,6 | 5,896. ; 082 
Blutkirperchenaufschwemm- 
ung (phys. Kochsalzlis.)+ 
Weehted? eels. ion lk. 0,284 0,172 112 39,4 | 6,144. 18,2 
Gemisch yon 1,5 T. NaH, PO, 
-2 T. Na,HPO, 4 Zucker. . 0,226 0,229 6 2,7 
Gemisch von 1 T, NaH,PO, 
-8 T. Na,HPO,+Zucker..| 0,205 | 0,204 0 0 


Durch die oben ausgefiihrten Versuche wurden die Ergebnisse 
der fritheren Forscher bestiitigt,*dass die. Glykolyse durch den 
Zusatz des Phosphatgemisches zur Aufschwemmung der Blutkor- 
perchen in der physiologischen IKochsalzlésung  verstiarkt wird. 
Vergleicht man dies mit dem Ergebnis des Vollbluts, so ist kein 


wesentlicher Unterschied zu konstatieren. 


Die glykolytische Kraft 


der Blutkérperchen ist im Serum oder Medium, welches durch 


140 Y. Kawashima: 


Zusatz von Phosphatgemisch zur_Blutalkaleszenz gebracht wurde, 
am groéssten (die gespaltene Zuckermenge fur 1,000,000 Erythrozyten 
ist durchschnittlich 38,6 mg). In der Kochsalz- oder Ringerschen 
Losung ist die Kraft weit schwacher als bei den vorhergehenden. 
Die folgenden Versuche veranlassten mich zu der Ansicht, dass 
der Vorgang nicht von der spezifischen Wirkung der Phosphat- 
ionen auf das Ferment verursacht wird, sondern die Alkaleszenz 
des Natriumphosphatgemisches zur Erhaltung der Lebensfahigkeit 
der Blutkorperchen besser einwirkt. Rona u. Wilenko (1914) 
hatten schon eine deutliche Abnahme der glykolytischen Wirkung 
beobachtet, wenn man durch Zusatz von saurem Natriumphosphat 
oder essigsaurem Natrium die Wasserstoffionenkonzentration 
zunehmen liess. Rona u. Arnheim (1913) haben auch experi- 
mentell nachgewiesen, dass die glykolytische Wirkung wie durch 
Natriumphosphat sich steigerte, falls man durch Zusatz von 
Natriumkarbonat die bestimmte Reaktion veraulasste. 


VY. GLYKOLYSE DES HAMOLYSIERTEN BLUTES. 


Das Ergebnis der Studien von Doyon u. Morel (1903) uber 
die Glykolyse nach der Hamolyse ist, dass die Existenz der 
gesunden Blutkorperchen fur die Entstehung der Glykolyse 
notwendig ist, weil diese beim Lackfarbigwerden des Bluts stillsteht. 
Dagegen hat Edelmann (1912) bei der Himolyse mit Wasser oder 
Saponin keine Anderung der Glykolyse, oder nur eine Abschwachung 
in den ersten 3 Stunden beobachtet. Die Untersuchungen veran- 
lassten Rona u. Doblin (1911) sich der Theorie von Doyon u. 
Morel anzuschliessen. Aber nach weiteren Forschungen haben 
Ronau. Arnheim (1913) das Wiederaultreten der Glykolyse bei 
der Hamolyse durch Wasser beobachtet, wenn man gleichzeitig ein 
Gemisch von Natriumphosphat oder -karbonat von Blutalkaleszenz 
zusetzt. Neuerdings wurden auch in Japan durch K. Nishian, 
K. Hiruma und H. Fukushima (1921) hieriber Experimente 
ausgefuhrt. Sie fanden ein Bestehen der Glykolyse nach der 
Hiimolyse durch Wasser, wenn Ringersche Lésung dabei hinzu- 
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geftgt und die Probe isotonisch gemacht wurde. ‘Daraus schlossen 
sie, dass die “ntstehung der Glykolyse nicht von den intakten 
Blutkorperchen bedingt wird. Kiurzlich aber hat C. Aibara 
(1922) gezeigt, dass die glykolytische Kraft der roten Blutk6r- 
perchen nur von der Intaktheit derselben bedingt ist. Um die 
Beziehung zwischen der Blutkérperchenzahl und der Glykolyse 
genauer zu studieren, liess ich unter den verschiedensten Beding- 
ungen das Blut hamolysieren. Der Reihe nach mégen die Ex- 
perimente folgen. 


A. Wasser-Himolyse. 


TABELLE V. 
Zuckergehalt in qd By a 
% LEE pe Dae eel Mw (ee 
és Nach ge 1 rag gig g 
Versuchsfille Vor d. | 24 St. |S 3 ale ral Pg I 5 gp a 
Versuch in Nr] 2" SFR oF g 
37°C. A N& a 
eee SG SO non aero nae 0,151 | 0,156 0; Oo 
Ei ea teeter dencieehrs 0,299 | 0,212 0; 0 Hi- 
fhe 0.252| 0,931| 21) 83 wack 
unvoll- 
INS, ee 6 & Sikes 0,022 0,024 0 0 stiindig 
IN tern ecto MO cere eee 0,033 0,030 0 0 
VI. Gewasch. Blutzellen 
leem+NaCl-lisung 2,5 
ccm + Na,-1/Na,-8 
Phosphatmischung 2,5 
cem-+Zucker.......... 0,228 | 0,139 89 | 39,0 | 1,588, [56,0 || wikro- 
VII. Gewasch. Blutzellen skop. 
1cem+H,0O 2,5 ccm. Nes 
kurz darauf desgleich, a ‘indert. 
Phosphatmisch. + Zuck. 0,297 0,301 0 0 0,584. pe sat 
ole. Ta 
VIIL Vollblut 0,5 com + 0068 
Na, Cl-lis. 3,0 com + Na,- aufge- 
1/Na,-8 Phosphat- ; \| gxhlt. 
mischung + Zucker ....| 0,217 0,182 35, 16,1 | 0,292. | +2,0 
IX. Vollblut 0,5 cem + 
H,,0 3,0 com, kurz darauf 
desgleich. Phosphat- 


mischun 1+ Zuckerlis...| 0,235 0,238 0! oO 
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Bei den Fallen I-III wurden die mit physiologischer Kochsalz- 
lésung gewaschenen Blutkérperchen mit Wasser hamolysiert und 
durch Zusetzen konzentrierter Kochsalzlésung isotonisch gemacht, 
um das Gemenge der e'gentlichen Blutmenge fast gleich zu 
machen. Weil die angewandte Wassermenge im Verhaltnis zu 
den Blutkorperchen gering war, war die Hamolyse unvollkommen. 
Bei dem dritten Falle konnten reichliche rote Blutzellen mikrosko- 
pisch nachgewiesen werden, und dabei war die Abnahme des Zuckers 
21mg, die entschieden geringer als die des normalen Bluts ist. 
Wenn man aber die hier aufgetretene Zahl der Blutkorperchen in 
Betracht gezogen hatte, so wire die normale glykolytische Menge 
erschienen, aber da die Blutkérperchen nicht gezihlt wurden, konnte 
dies nicht festgestellt werden. Bei den beiden anderen Versuchen, 
wobei die Hamolyse fast vollstindig war, konnte keine Glykolyse 
konstatiert werden. Bei dem IV. u. V. Versuch wurde ohne Beigabe 
des Zuckers nach der gleichen Methode hamolysiert. Der Zweck 
der Untersuchungen lag darin, die Moglichkeit zu beseitigen, dass 
die geringe Zuckerverminderung durch Verminderung der reduzier- 
baren Substanzen wahrend des Aufenthalts im Brutschrank des 
hamolysierten DBluts etwa verborgen sei. Wie aber die Tabelle 
zeigt, wies das Ergebnis der Prufung keinen Unterschied in 
der reduzierten Menge des Kupfers auf. Es steht daher fest, 
dass mit dem Zerfall der Blutkorperchen durch Wasser auch die 
glykolytische Kraft verschwindet. Die Versuche VI-IX wurden 
ausgefuhrt, um festzustellen, ob wie bei Rona u. Arnheim die 
Glykolyse nach der Hamolyse durch Hinzufiigen des Natrium- 
phosphatgemisches wieder auftritt. Den ausgewaschenen Blutkor- 
perchen oder dem Voliblut wurde nach der Himolyse mit Wasser 
Na,—1 

aby — 
stellten sich ganz andere Erecbnisse wie bei Rona u. Arnheim 
heraus. Die Kontrollprobe, die ich eleichzcitig angestellt hatte, 
yeigte auch cine deutliche Abnalme des Zuackers. Also mit der 


Auflosung der Dlutkorperchen geht die elykolytische Wirkung 


ein Gemisch von Natriumphosphat ( ) hinzugefugt. Dabei 
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auch verloren. Diese Ergebnisse stimmen mit den von Aibara 
ganz uberein. 


: B. Hémolyse durch Frieren und Auftauen. 


Zur Feststellung der okenerwaihnten Ergebnisse liess man in 
dem Blute in dem Zustand, wo die Blutkérperchen die glykolytische 
Kraft wie gewohnlich stark entfalten, nach Zusatz yon Zucker durch 
mehrmaliges Gefrieren und Erwérmen die Himolyse herbeifiihren 
(nach Gefrieren in einem Gemisch yon Eis und Kochsalz in einer 
Warme von ca. 40°C. aufgetaut). Die Ergebnisse werden in 
folgender Tabelle gezeigt. 


TABELLE VI. 


Zuckergehalt in % 


Zucker- | desgle- 


- bald nach nach s Bemeri- 
Versuchsfiille vor dem | nach d. | 20-22 Si.| 40-44 pare sae kungen 
Versuch} Hiimo- | in 37° | St. in a AS 
lyse C. 37° C. 
Blutkérperchenauf- 
schwemmung + 7 
MU CKCD rae eae 0,156 | 0,157) 0,177} 0,173 0 0 
(7 mal gefroren) Bamo- 
99 & lys 
Oxalatblut -+Zucker| 0,196 | 0,190] 0,134] 0,140 5G 29,5 as 
(9 mal gefr.) stiindis 
Vollblut + Zucker} 0,298 0,301 0,313 0 0 
(9 mal gefr.) 
Blutkérperchenauf- 
schwemmung + 
gleiches Volum. 
Phosphat-misch- 
ung+ Zucker... 0.234 | 0,229 0,237 0 0 
(9 mal gefr.) 


Durch diese Versuche wurden die yorhergehenden Ergebnisse 
festgestellt. Nur in dem Versuch, wo 1°, WKaliumoxalat zur 
Hinderung der Gerinnung des entnommencn Bluts verwendet 
wurde, stellt sich cine Zuckerverminderung ein. Eine vyollstindige 
Hiimolyse dieses Oxalatbluts war durch 9 maliges Gefrieren nicht 


144 Y. Kawashima : 


zu erreichen ; da noch zvhlreiche ungestorte Blutkorperchen nach- 
zuweisen waren, so ist wohl dieser Vorgang zu erklaren. 


C. Heémolysin-hémolyse. 


Es wurde immunologisch hamolysiert. Mit Ziegenblutkorperchen 
immunisiertes Kaninchenserum wurde als Hamolysin und das 
frische Meerschweinchenserum als Komplement verwendet. 

Bei dem Versuch A wurde die Aufschwemmung der Ziegenblut- 
kérperchen mit } Volumen funffach verdunnten Hamolysins und 
4 Volumen zweifach verdunnten Komplements versetzt. Erst nach 
2 stundigem Belassen und Hamolysieren im Brutschrank wurde 
die Zuckerlosung hinzugefugt und zur Untersuchung angestellt. 
Die Kontrollprobe wurde auch nach 2stundigem Stehen im 
Brutschrank mit der Zuckerlosung versetzt. Bei dem Versuch B 
wurde Hamolysin und Komplement unverdtnnt gleich von Anfang 
a. hinzugefugt und in den Brutschrank gestellt, bevor die 
Hamolyse einsetzte. Die Ergebnisse beweisen das Nachlassen der 
elykolytischen Kraft mit dem Zerfall der Blutkorperchen, was aus 
der Tablle VII ersichtlich ist, 


TABELLE VII. 


Zuckergehalt in) : ae Zucker- 
07 Zabl der 
% , pli abnahme 
= Zucker- | Desglei-|Krythro- 
- , : Nach : zal 
Versuchsfiille Vor » \vbnahme} chen in| zyten Wh 
1 21-22 |. ee K =, | Million 
= d. | St. in in mg % ere Erythro- 
ersuc | 37°0, ‘ausend zyten 
Blutkiperchenauf- 
schwemm.-+Zucker..| 0,259 0,231 28 10,8 6,856. 4,1 
Desgleichen+Hh.+K...} 0,266 0,273 0) 0 USO 
Desgleichen +HL.+K...| 0,283 0,303 0 0 0,248. 
A 
i 
Desgleichen+nur K. ..| 0,245 0,219 26 LOGole be Sae: 4,5 
Desgleichen+nur HL...) 0,252 0,224 28 eee Geb ics 4,3 
Physiol. Kochsalzlisung} 
+ HL. + 1s. + Zucker . . 0,258 0,253 5 1:9 
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4ockergeualt in Zucker- 
% Zahl der 
c ° Nach | Zucker- | Desglei- | Erythro- a a 
Versuchsfiille Vor 21-22 abnahme}| chen zyteD | Millicn 
2 d. ,| St. in in mg | in % |Hinheit ‘| prythro- 
ersuc 37°C. Tausend zyten 
Blutképerchenaufsch- 
wemmung+Zucker ..| 0,248 0,173 75 30,2 | 10,856. 6,9 
B Desgleichen+HUL.+K..:| 0,291 0,271 29 6,9 | 2,584. (8,4) 
(0,544.) 
Desgleichen+nur HL...| 0,248 0,172 76 30,6 | 8,400. 9,0 
Desgleichen+nur K. ..| 0,245 0,193 52 21,2 | 8,288. 6,3 
HL=Himolysin. K=Komplement. 


Die Erythrozytenzahl in den Klammern wurde am Ende der Pri‘fung des 
folgenden Tages berechnet. 


D. Habugifthimolyse (Das Gift einer Schlange, 
Trimeresurus Riukianus). 


TABELLE VII. 


Zuckergehalt in 


q 
eo, ae en ui s Decor eee Zucker- 
Versuchsfiille Vor Nach |£ 4% in. throzyt. apeanae Bemerkun 2. 
A PUTS) a et Einheit 22 2 Mil 
: : YA ; 
Versuch 37°C. 2 Tausend Erythr, 
Blutképerchenauf- Nach 5 Std. 
schwemmung + makrosko- 
Zucker ......-- 0,279 0,190 $9} 31,9 | 5,232: 17,0 || pisch keine 
Hiimolyse, 
Desgleichen +Guft..| 0,224 0,166 58} 25.9 | 5,176. 11,2 |) am folgen- 
(0,046.) den Morgen 
: 9951.95 Hiimolyse 
Vollblut + Zucker +} deutlich 
Gitte aacoe es *,..| \ 0,252 0,130 | 122 |) 484} 5,320. 22,9 \Nach 5 Stun- 
(,296.) den schon 
94,5 9% mittelmiissige 
Physiolog. Kochsalz- Hiimolyse 
lés.4+Gift+ Zucker} 0,208 0,213 0 0 


Das Habu-gift wurde im Verhiiltnis 0,01 9¢ zu der Blutmenge verwendet. Die 
Zahlen in den Klammern bedeuten die Erythrozytenzahl am Ende der Unter- 
suchung und die Prozentzahl die der Erythrozyten, welehe sich withrend der Ver- 
suchsdauer verminderten ; ebenso in allen folgenden, 
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Bei diesen Versuchen tritt die Hamolyse sehr langsam in Erschei- 
nung und dies besonders in der Aufschwemmung mit physiolo- 
gischer Kochsalzlosung. Dabei blieb das Ergebnis unklar, weil 
dazwischen die Glykolyse tinsetzte. Mit der Kontrollprobe 
verglichen, kann man jedoch fes'stellen, dass die Abnahme der 
elykolytischen Kraft uber der physiologischen Schwankung steht. 
Aus diesem Ergebnis kann man wohl vermuten, dass wenn irgend 
ein erment in der Zelle existieren sollte, dasselbe frei von der 
Yelle nicht wirksam ist, sondern von dem Schicksal der Erythro- 
zyten abhangt. 

Bei der Hiiaolyse treten die Erythrozyteninhalte frei aus, die 
keen schadliclen Einfluss auf die Glykolyse ausuben. Dies ist 
orklaérlich, da hei der teilweisen Zerstorung der Blutkorperchen 
die ubrigen noch ihre Wirkung beibehalten. Dies konnte durch 
den Versuch, der anf Tab. IX angefihrt ist, sichergestellt werden. 
Das mit Wasser vollstindig hamolysierte Blut wurde durch 
Hinzufagen der konzentrierten Kochsalzlosung isotonisch gemacht. 
Dasselbe wurde mit gewaschenen gesunden Blutkdérperchen und 
Yuckerlosung versetzt. Die Untersuchung ergab ganz normale 
elykolytische Kraft. 


TABELLE IX. 


Zuckergehalt in % : Zucker- 
Zucker-| desgl. Zahl da, |jabnahme 


Kerythr.| zu 1 


Versuch vor nach jabnahme} in =e : : 
lem Ver-| 24 St. | in mg | 9%  |Einheit Mtl. Ery- 
Sa TED ts Tausend| throzyt- 

such |in 37°C. 

en 

KKontrollversuch. 0,296 0,139 76 36,9 4,104. 18,5 
| 

FEigentl. Versuch 0,227 0,130 97 42,7 | 5,160. 18,8 


VI. Tktnriuss pes ToLvots uND ZYANS AUF DIE 
GLYKOLYSE. 


Nachde 1 durch die vorhergchenden Versuche die untrennbare 


Abhiugigksit der glykolytischen Wirkung von dem Zerfall der 
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Blutkorperchen festgestellt wurde, sollte nun die Existenz des in den 
Blutkorperchen heute allgemein vermuteten Ferments gepriift werden. 
Zu diesem Zweck liess ich das als Fermentgift anerkannte Zyan 
auf die Blutkorperchen einwirken. Es wurde 0,15 m. KCN-Lisung 


hergestellt, die mit der sauren Natriumphosphatlésung yon 2% 


Konzentration versetzt wurde, um eine fast neutrale Lisung gegen 
Lackmus zu gewinnen und sie dann in die Aufschwemmung der 
Blutkérperchen zu giessen. Nichstens wird gleiches Volumen 
0,15m. HCL- und KCN-Losung nach und nach dem Blute hinza- 
gefugt, damit eine bestimmte Menge HCN in dem Probeblut 
entstehen kann. KCN+HCL-Losung reagiert relativ stark sauer. 


TABELLE X. 
Gehalt Zuckergehalt in % 
von : : Zuacker- Des- 
Versuchsfiille |KCNu.| Vor |Nach5 een ey ahnahme | gleichen 
HCN in| dem | St.in| gy | Gane in mg in % 
5 OF eT h 37°C. ot. In Ae 
0 yersuc 37°C. 87°C. 
i. toe Osdad 0,068 | 0,056 103-115 | 60,2-67,3 
: 8 92 17: 88-106 | 48,9-58,9 
Versuch TL. 3,73 0,1 0 0,09 0,¢ 74 1 oO 
tit ue 6,2 0,173 0,092 | 0,087 S1-86 46,S-49,7 
trollver- 
such ohne 
Blutzellen. 
I. Kontrolle}| 0 0,185 | 0,148 | 0,119 37-65 20,0-35,7 
Il. Figentl.| 0,11 | 0,198 | 0,168 | 0,180 30-68 | 15,2-34,3 
Versuch Vers, 
mit |I1., ,, 10 0,196 0,207 0 0 
HCN | IV. Kon- 0,11 | 0,183 | 1,182 | 0,182 0 0 
trollvers. 
ohne Blut- 
zellen, 


Wie Tab. X zeigt, becinflusst Zyan die glykolytische Kualt 
der Blatkorperechen nicht. Dei der Finwirkung des Zyanwasser- 
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stoffs in der Konzentration von 19% ist die Glykolyse negativ. 
Dies riihrt aber nicht vom Zyan her, sondern ist die Folge der 
nach 20 Minuten deutlich aufgetretenen Hamolyse, die durch die 
saure Zyanlosung verursacht wurde, d. h. die Folge der durch die 
Zerstorung der Blutkérperchen verschwundenen Wirkung. 

Levene und Meyer (1912) konnten keine Glykolyse beim 
Zusatz des Toluols zur Aufschwemmung der Leukozyten beobachten. 
Rona u. Doblin (1911) haben auch eine Hemmung der Glykolyse 
durch Zusatz von Toluol in 19% Verhiltnis festgestellt. Experi- 
mentell wurde aber erfahren, dass das Toluol die Wirkung der 
meisten Fermente nicht stort. Dann habe ich untersucht, ob die 
glykolytische Wirkung von Toluol gestort wird, zumal sie durch 
eine giftize Substanz wie Zyau nicht angegriffen wird. 


TABELLE XI. 
+ | 4uckergehalt in % Zuacker- 
S oO © | Zucker-| Desglei- Zabl der|,bnahme 
3 | 84/2 |S labnabmel chen |,,~- zm 1 
Versuchsfiille 2 | 8s | gts 4° ne in |throzyt.| yyy 
8S }e8/]ea|3ea8 or _| Hinheit,| — pv. 
So | Se | Aas l ao han 7% |Tausend so 
a is ee |e throzyt. 
1. Kontrollvers. ) 0,211] 0,171] 0,121) 40-99 |19,0-42,7| 5,072. 17,7 
Nach 2 Std. schon 
2. Higentl. Vers. 19% | 0,260] 0,267 | 0,271 OR 0 deutliche 
Himolyse 
3. Kontrollvers. 0 0,157 | 0,126} 0,042) 30-115 |19,7-73,2) 5,560. 20,7 
» (5,288.) 
: 4,96 
4. Eigentl. Vers. | 0,5% | 0,204) 0,196] 0,182) 8-22 | 3,9-10,8] 0,(.26.? 
5. ‘ 0,19 | 0,200] 0,163) 0,C69| 37-131 |16,5-65,5| 5,856. 22,4 
(5,048.) 
149 
6. Blut+Toluol, % 
ohne Zuckerzusatz| 19% | 0,024 0,023 


Beim 4. Fall ist die Hiimolyse schon in der Zimmertemperatur entstanden. 
Die anfangs aufgetretene Erythrozytenzahl 26 Tausend ist nicht so sicher, weil die 
geronnenen Substanzen in die Verdiinnungskapillaren gerieten. Mikroskopisch waren 
die noch gut rundlich geformten Erythrozyten ziemlich zahlreich zu sehen. Nach 


2 Stunden ging mit dem Fortschreiten der Hiimolyse die Zahl der Erythrozyten 
auf 10 Tausend zuriick. 
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Wie bei Ronas Versuche ist die Glykolyse beim Zusatz yon 
Toluol in 19% Verhiltnis nicht aufgestreten, da die Blutkérperchen 
in relativ kurzer Zeit zerfallen. Das Toluol stért nicht direkt die 
Wirkung des Ferments, sondern zuerst die Blutkorperchen, deswe- 
gen verschwindet auch die glykolytische Wirkung. Wenn man 
die Hamolyse langsam entstehen lisst, indem das Toloul im 
0,5 %igen Verhaltnis zum Blute verwendet wird, so tritt die 
Glykolyse deutlich in Erscheinung, obgleich die Menge der 
Zuckerabnahme im Vergleich zur Kontrollprobe viel geringer ist. 
Wenn man den Toluolgehalt des Blutes auf 0,1 % herabsetzt, so 
tritt keine Hamolyse auf, und die Glykolyse ist von der Kontroll- 
probe nicht verschieden-: 


VII. Eznruuss per NARKOTIKA AUF DIE GLYKOLYTISCHE 


WIRKUNG. 
A. Alkohol. 


TABELLE XII 


| 
| 
| 
| 
\ 


ro) = ee 
a Zuckergehalt in % E Fs 4 \s § § 
3S Bola |a2| ek S82) oss 
Versuchsfille xs) peo lacie" oe lee colee a 
ad coe |.ng SeeO| Bg tA Siss || Bucs! 
° ie 25 || ee a aA iy b 
fs BS 19 a255|3 es = aad outa 
= 5 eA Se = eS 2 =e 
4 re Zor 7, N N N 
Kontrollversuch. ..| 0 0,177 0,105 72 40,7 | 4,112. 17,5 
Higent]. Versuch..| 0,5 | 0,199 0,127] 72} 362) 4112.) 17,5 
——————_} - i 
Kontrollvers....... 0 0,219 0,118 | 101 46,1 ee 227 
(4,120. 
7,295 
oF ers ) 7 51,0 | 4,376. 24.5 
Eigent]. Vers. .... 1% | 0,210 0,103 | 107) 5 3.960) 
9.59% 
99 5 0,122} 113 48,1] 4,312. 26,2 
cist eee | 296 | 0,235 Mar eere 
18,09 
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~ z 0 ~ | he ¢ F=| 
‘4 Zuckergehalt in % & g z| = a § g 
Su pe oes. ee e ee Aw) dy | Poa | aa& 
Versuchsfiille = Sis ae ol cree ees a 3 = Be se 2 sa8 
q o8 Rf aS] Bg aoe ira | soe 
g we fe? | caste] i o yRA ab 
se Oo. Sq QM! oS Q 4 Sie S| 
Pei || tee ey Z & N N 
Kontrollvers . .. 0 0,223 0,116 | 107 48,0 | 4,600, 23,3 
(4,216.) 
8,3% 
Kigentlich. ..... 3% | 0,226 0,110 | 126 53,4 | 4,928, 25,6 
(3,784.) 
23,299 
Hissin Gon Os adieu e.3 4% | 0,268 0,150 | 118 44.0 | 4,600. 25,7 
(3,504.) 
23,89 
Kontrollvers....... 0 0,241 0,166 | ‘75-1 (81,0 | S568. 22,3 
(2,680.) 
20,4 
Hig. Versuch 5% | 0,263 0,198 65 261 \ 3,082. 21,1 
(2,290.) 
: 27,496 
Kontrollvers....... 0 0,228 On 230 Los 46,1 | 4,212. 24,9 
(4,160.) 
1,29% 
Eig. Versuch. ....| 6% | 0,299 0,176 | 123 ATS SS16s 32,2 
(2,896.) 
v4,1% 
NGdeMigavans s,. chew cheer 7% | 0,251 0,150 | 101 40,2 | 3,408. 29,6 
(2,224. 
34,7 9% 
We riaa vee sas ays 8%" | 0,271 0,179 92 SBLG) |) Sysiae, 25,3 
(2,664.) 
26,796 
Kontrollvers....... 0 0,155 | 0,184] 0,067 | 21-88) 13,5- 5,880. | 3,6-1,50 
56,8 | (5,440.) 
1.5% 
Hig. Versuch 10% | 0,185 | 0,155] 0,185 | 30-50) 16,2- 5,824. | 5,2-8,6 
(4,792) 27,0 | (0,968.) 
83,496 
Pdeiine ito oe 12,59] 0,216 0,229 6 0 
NaCl-lésg + Zucker Nach 5 Std. Himolyse 
+Alkohol ...... 89% | 0,285 0,234 | 0 O = deutlich 
Blutkérperchen- 
aufschwemmung 109% 0,029 0,033 0 0) * 4.68). 
+Alkohol (ohne (0,824.) 
Zuckerzusatz.) 82,49¢ 


Absoluter Alkohol wurde in verschiedenem Prozentgehalt dem 


Blute zugegeben. 


Dabei ist im ganzen kein wesentlicher Einfluss 


auf die glykolytische Kraft festzustellen, wie auf Tab. XII veran- 
schaulicht ist.. Nur wenn der Alkoholgehalt 10 Vol. % wbersteigt, 
wird die Zerstorung der Blutkorperchen deutlich, und. damit 
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schwacht sich auch die glykolytische Wirkung. Bei Anwendung 
von Alkohol tiber 12 Vol. % ist die Hamolyse ganz schlagend, und 
die glykolytische Wirkung verschwindet vollstindig. 


B.  Ather. 


Der 3 vol. %ige Athergehalt iibt fast keinen Binfluss auf die 
glykolytische Kraft aus, hierlei l6sen gerade wie beim Alkohol 
die Blutkérperchen sich nicht auf. Ist der Gehalt jedoch tiber 
5%, so entsteht eine hochgradige Hiimolyse, und die glykolytische 
Wirkung verschwindet auch, wie Tab. XIIT zeict. 


TABELLE XIII. 


, _ |Zuckergehalt in 9% Poulan ce 
Slee a eee Zucker Tess Ery- | * ao 
Versuchsfille Oe Ie Sore, jponehme! so S| throzyt.|| sea 
V or ad SA i in 2% a. a Milhtor 
=i } : in mg yO || Eriahert, |e 2, sacs 
xq Versuch} St. in 2 Tausend | tythrozy- 
Bee Tausend 
37°C | ten 
Kontrollvers. 0 0,171 0,091 80 46,8 
Eig. Versuch 0,2 0,176 0,093 83 47,2 
Eig. Versuch 0,3 0,145 0,056 89 61,4 
Kontrollvers, 0 0,241 | 0126] 115 47,7 | 4,904. 23,5 
Eig. Versuch 296) 0,245] 0,123] 122 49,8 | 5,016. 24,3 
Kontrollvers. 0 0,180 | 0,126 54 30,0 | 3,384 16,0 
Rig. Versuch 3%| 0,212} 0,147 65 30,7 | 3.672 17,7 
Kontrollvers. 0 0,172 | 0,137 35 20,3 | 1,864 18,8 
a pes Hin olyse 
Eig. Versuch 5%| 0,188 0,196 0 OQ} 1,798. dentlioh 
NaCl-Lisung + 3% | 0,207 0,211 0 0 
Zucker + Ather 
Biutkérperchen- 5%] 0,020 0,017 
avfschwemmung 
+Ather (ohne 
Zuckerzusatz) 
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C. Chloroform. 


Nach Seegen (1891) tritt durch Chloroformzusatz im Blute 
keine Verdinderung der Glykolyse ein. Entgegengesetzter Ansicht 
sind Lépine u. Boulud (1901) und Rona u. Doblin (1911), 
dass Chloroform die glykolytische Wirkung stort. Bei meinem 
Versuche ist bei 0,5 vol. % Chloroformgehalt kein Zerfall der 
Blutkérperchen eingetreten, und auch die glykolytische Kraft 
wurde nicht gestort. Mit dem Zunehmen des Chloroformgehalts 
verschwindet die glykolytische Kraft proportional zu den zerstorten 
Blutkérperchen. Die verschiedenen Ergebnisse der vorherer- 
wihnten Autoren ruhrten wahrscheinlich yon der angewandten 
Menge des Chloroforms her, das dem Blute zugesetzt wurde, d.h. 
ob die Hamolyse stattfand. 


TABELLE XIV. 


4 Zuckergehalt q 
fete) in 9 
Bes Se ee at Zahl d. Zucker- 
. 6.8] 94 |/x9 | 8 | Desgl.| Erythrozyten | abnahme zu 
Noreue pete ceca lee So 8. |e) ember, 1 Million 
Le We st |) are |) eC Tausend /|Erythrozyten 
” q io) OF Q-a 3) 
So eae 8a el 
Kontroliversuch | 0 0,219] 0,101} 118) 53,9 5,872. 20,1 
Hig. Versuch 1,95] 0,248} 0,241 Zi 2,8 |Bald Einsetzen der Hiimoly- 
se nach Chloroformzusatz, 
mikroskopisch nur wen- 
nige Erythrozyten zu er- 
kennen 
Kontrollvers. 0 | 0,271| 0,167| 104| 38,4 5,240. | 19,8 
Eig. Vers. 0,97 | 0,274| 0,249 34) 12,4 (?) 
idem 0,48] 0,28£| 0,192 92) 32,4 4,592. 20,0 
(3,160.) 31,29% 
Kontrollvers, 0 0,247; 0,143} 104) 42,1 5,920. 17,6 
(5,568.) 5,99¢ 
Kig. Vers. 0,12] 0,247 | 0,138 109) 44°71 5,424. 20,1 
(5.072.) 6,5 9% 
NaCl-Lisung + 1,95} 0,211] 0,204. ine 3,3 
Zucker Je 
Chlororform 
idem 0,97 | 0,261] 0,270 0 0 


(?) Himolyse setzte schon ein, als die Blutkirperchen gezihlt werden sollten. 
Infolgedessen waren die Erythrozyten dicht aneinander gedriingt. 
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D.  Chinin. 


Bei der Untersuchung mit Chininhydrochlorid, welches als 
Protoplasmagift einen schédlichen Einfluss auf die Zellenfunktion 
ausiibt, verschwindet die glykolytische Wirkung proportional zu 
der aufgetretenen Haimolyse, wenn der Chiningehalt iiber 0,08 %ist, 
wie auf Tabelle XV steht. Bei einem Gehalt von unter 0,06 %ist 
die Hamolyse nicht deutlich, und die Glykolyse liegt noch unter- 
halb der physiologischen Schwankung, obwohl sie im Vergleich 
zur Kontrollprobe geringer ist. Somit wirkt dieses Mittel auch 
nicht gegen die glykolytische Wirkung, soweit seine Menge zur 
Zerstorung der Blutkorperchen nicht ausreicht. 


TABELLE XY. 


Gehalt |Zuckergehalt in 9) 7 yok. Zahl a Zucker- 
von |——) | erab-.| Desgl. ae Re ee abnahme 
Versuchsfiille Chinin-| Vor Nach fnahme} in Pater zu 1 Mil. 
hydro- | dem 24 St. in % gerd Erythr- 
chlorid |Versuch| 37°C. mg ozyten 
Kontrollvers....... 0) 0,270 0,109 | 161 | 59,6 6,656. 24,2 
Hig. Versuch ....| 1,16% 0,198 0,207 0 0 (?) 
MAST erie sssre is] POSE LOZ 0,289 0,244 45 | 15,6 6,984. 6,4 
. (0,129.)98,3% 
Kontrollvers....... 0 0,245 0,123 122 | 498 6,496. 18,8 
(6,144.) 5,4% 
Eigentl. Vers. ....| 0,989 0,259 0,192 G7 a25.9 6,096. 11,0 
a e (0,166.)97,3 9% 
MOTO ee. clereretere Hee 0,069 0,236 0,144 92 | 39,0 6,432. 14,4 
id 4 (5,384.)16,3 9% 
Kontrollvers....... 0 0,257 0,146 | 111 | 48,2 . 5,408: 22,0 
(5,144.) 4,997 
Eig. Versuch ....| 0,019 0,272 0,181 91 | 33,5 5,296. 17.2 
= : G (5,288.) 0,2% 
Kontrollvers....... 0 0,248 0,107 | 141 | 56,9 5,752. 24,5 
iDitex, AVGgtE Soro or 0,005.9) 0,269 0,128 | 141 | 52,4 5,496. 25,7 
NaCl-Lisung + 
: Zucker +Chinin.} 1,16% 0,176 0,178 0 0 


Physiologische Kochsaizlisung mit 2 9% igem Chininhydrochlorid wurde dem 
Blute hinzugefiigt. Der Chiningehalt bedcutet hicht die Quantitiit dieser Lisung, 
sondern die absolute Chininhydrochloridmenge. Bei dem Fragezeichen ist eine 

hochgradigellimolyse nach kurzem Einwirken des Mittels entstanden, 
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VIII. GLYKOLYTISCHE WIRKUNG DER BLUTKORPERCHEN IN DER 
KONZENTRIERTEN KOCHSAZLOSUNG UND DER MIT ABSOLUTEM 
ALKOHOL BEHANDELTEN BLUTKORPERCHEN. 


TABELLE XVI. 


G Zacker- 
1 Pd it} a 
a4 Zuckergehalt in % a 2 &| Desel Zahl d. 'abnahme 
Versuchsfiille BI ae Vor |Nach3| Nach 12.4 °| in br Sekt Anes 
AEA! dem | St. in 24St.inl2 8-8] o¢ | 7noe"s 
as Lene Se Re 7O |'Tausend| Eryth- 
‘A |Versuch| 37C°. | 37°C, |N rouyten 
Kontrollvers. | 0 0,266 0,147 | 119 | 44.7 | 5,864. 20,3 
Hig Vers,  |P3fol) oc4a 0,149 | 95 | 389 ca 19,6 
65,5% 
c ene a ory ee ; 4,0- 
Kontrollters. | 0 0,243 | 0,223 | 0,164 |20-79| 5°= | 4,992. tee 
N ae F ve: 
oe ane we) on Die ano loreal “Boal SMS) “86> 
Eig. Vers. 199% | 0,254 | 0,233 | 0,208 | 21-46 18.1 eee 18,72) 
46% 
| BS 
a - oe | i 
Kontrollvers. | 0 | 0,198| 0174 | o19 |o4-79| 225") 5302] “Po, 
Eig. Vers. 29% | 0,204 | 0,197 | 0,195 44] (2) 
| oo — 
Kontrollyers. , 0,242 0,136 | 196 | 43,8 | 6,208. 17,1 
Eig. Vers. | 0,281 0,283 0} 0 
| 
B | BE te: 
Eontrollvers. | 0,259 0174 | 76} 30,4] 3,616. 21,0 
Eig. Vers. | ; 0,203 0,187 16| 7,9 


(?)=Bai der Ziihlung der Blatkirperchen nach Infusion der dicken Kochsalz~ 
lésung waren dieselben schon infolge der Zerstérung yermindert, 


(?/)=DBei der Zihlung der Blutkérperchen war die Hiimolyse schon cingetreten 
und das Ganze wie geronnenes Eiwei-s. 


Bei dein Versuch B wurden die gewaschenen Blutkorperchen 
in den uberschussigen absoluten Alkohol unter Umriihren hinein- 
gegossen. Nach 30 Minuten wurde der Alkohol ent‘ernt und zu 
1cem Blutk¢rperchen 2cem physiologische Kochsalzlésung und 
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dann Zuckerlésung hinzugefigt. Mikroskopisch sind runde 
Erythrozyten erkennbar; einige davon zum Teil zerstért und 
massenartig dicht an einander gedringt. Die oben befindliche 
Schicht der Kochsalzlosung ist aber farblos und durchsichtig mit 
keinem Anzeichen einer Himolyse. Zur Zuckerbestimmung wird 
die obere Schicht benutzt. Mit dem Zerfall der Blutkérperchen 
in der konzentrierten Kochsalzlésung verschwindet auch die glyko- 
lytische Kraft, wie bei vorher verwendeten Mitteln (s. Tab. XVI). 
Falls die Blutkorperchen vorher mit Alkohol fixiert und abgetotet 
werden, tritt auch keine glykolytische Kraft auf. 


IX. EINSTELLUNG DES SAUERSTOFFABSCHLUSSES UND DIE 
GLYKOLYTISCHE KRAFT DER BLUTKORPERCHEN. 


Zam Abschluss des Sauerstoffs diente Stick- und Wasserstoff, 
gerade wie bei der anaeroben Kultur. 


TABELLE XVII. 


Zuckergehalt Zahl, | Zucker 
bat Zucker- |. Desgl. a" labnahme 
2 bnah ie 1 
abnahme| =. ; Zu 
Nemaueee Vor | Nach | in ie | eo Ma. 
dem /|24St.in}) mg i wansend Eryth- 
Versuch| 37°C. rozyten 
Kontrolle ... .<.. 0,289 0,178 102 36,4 | 4,976. 29,5 
Bic: Verey i. .07c- 0,308 | 0,192 116 37,7 | 5,168. 22,4 
Ge. Ncdeths ap aiesdaeies 0,283 | 0,186 97 34,3 | 5,052 181 
lo) 
a 
S 
® | Kontrolle ........ 0,297 | 0,168 429 | 434] 5,544. | 23,3 
inte Wench Goueoarne 0,310 0,188 122 39,4 | 5,440. O24 
NaCl-Lisg. + Zucker 0,303 0,296 0 0 


(ohne Blutkérper) 


a a 
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Zuckergehalt Zucker- 


in % Zuacker- Deas Zahl a. jabnahme 
Versuche Vor. | Nach 24 abnahme in ee a 
dem | St. in ee % a ee 
Vi h 37°C mg 0 Tausend Eryth- 
ersuc : rozyten 
Kontrolle yon, amass 0,261 | 0,129 132 50,6 | 6,056. 21,8 
aq 
= | Eig. Vers. ........ 0,331 | 0,169 171 51,7 | 6,320. 27,1 
5 
win | Raley, eter ieee 0,288 | 0,142 146 50,7 | 6,232. 23,4 
= NaCl-Lésg. + Zacker i 
(ohne Blutkérper.) Se ° e 


Bei dem Stickstoffversuche wurde das Blut in einw attiertes 
Reagensglas getan, und dieses in ein grésseres gestellt, auf dessen 
Boden alkalische Pyrogallussiure sich befindet und das mit Paraffin 
verschlossen wird. Die Kontrollprobe wurde genau ebenso mit 
dem gleichen Apparat unter gleichen Bedingungen ausgefuhrt, nur 
dass der Boden des grésseren Reagensglases mit Wasser und 
Kaliumhydroxyd gefullt war. Bei dem Wasserstoffversuch wurde 
die Luft aus dem Gas, welches durch Einwirken der Schwefelsaure 
auf Zink hergestellt wurde, vertrieben, indem es durch drei 
Gasreinigungsflaschen, welche je alkalische Pyrogallussaéure, Ka- 
liumpermanganat -und Kupfersulfatlosung enthielten, durchgeleitet 
wurde. Wenn die Sauerstoffzufuhr zum Blute unterbrochen 
wurde, konnte die glykolytische Kraft nicht gestért werden. 
Dieses Ergebnis stimmt mit dem yon Rona u. Doéblin (1911). 
Daraus kann man wohl schliessen, dass die Blutkérperchen trotz 
Einstellung der Sauerstoffzufuhr aus der Umgebung ihre Lebens- 
funktion durch intrazellularen Sauerstoff beibehalten und die 
glykolytische Wirkung verrichten. 


X. Ennrviuss von CO, CO, unp O, AvuF DIE GLYKOLYTISCHE 
WIRKUNG DER BLUTKORPERCHEN. 

CO wurd» durch Einwirken der Schwefelsiure auf Oxalsiure 
durch Erwiirmen gewonnen. Durch Einleiten des entstandenen 
Gases in Barytwasser wird CO, entzogen. So hergestelltes CO 
wird in das Blut bis zum Purpurrotwerden eingeleitet. 
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Wie aus Tab. XVIII ersichtlich, stort CO die glykolytische 
Wirkung der Blutkérperchen nicht. Wird dagegen CO, bis zur 
Sittigung ins Blut eingeleitct, so tritt die Hamolyse allmiihlich 
deutlich auf und die glykolytische Wirkung wird gestirt. Wird 
weniger CO, dem Blute zugefihrt, so ist die Zerstivnng der Blutkér- 
perchen eine leichte, und sie vermindern sich um etwa 309%. 
Trotzdem die Zabll der erhaltenen Blutkérperchen -£ Millionen be- 
trigt, ist die glykolytische Wirkung stirk gestort. Tine vorlinfige 
Zugabe des Phosphatgemisches dndert das Ergebnis fast nicht. 
Dieser Vorgang ist wohl dadurch zu erkliren, dass die BlutkGrperchen 
von der sauren Reaktion von CO, zeitlich und nur teilweise zerstirt 
werden, oder sich zum Zerfall neigen. Uber dasselbe Blut werden 
mehrere Experimente ausgefihrt. Bei zwei Fallen davon wurde 
wihrend der Versuchisdauer in der 4. und 7. Stunde je 10 Minuten 
lang Sauerstoff ins Blut eingeleitet. Die Erholung der elykoly- 
tischen Wirkung erscheint dann sofort und die Kaatt ist eleich im 
Vergleich zur Iontrollprobe ohue CO, Wie aus der Tabelle 
XVIII ersichtlich, tritt eine verminderte Zuckerspaltung bei der 
Kontrollprobe mit CO, ein, in welche niemals Saucrsto.E cingeleitet 
wurde. Der Sauerstoff wirkt aber nicht direkt besehleunigeud auf 
die Glykolyse. Dies kann man 2us dem Ietzten Versuch der 
XVIII. Tabelle ersehen, wo sich die Verminderang des Zuckergehalts 
trotz Ofteren FHinleitens des Sauerstoffs nicht anderte. 


XT. DAvER DER GLYKOLYTISCHEN KRavr DER 
DBLUrKORPERCHEN. 

Aus den ausegefaihrten Experimenten ist es klar ersichtlich, dass 
die glykolytische Wirkung mit der Lebensfunktion der Blutkorperchen 
eng zusammenhingt. Wie schon im Wapitel der Prutungsmetkode 
angcfihrt wurde, besteht die glykolytische Wirkung selten 2 Tage 
lang, diesetbe verschwindet meistens nach einem ‘Tage. Es ist jedoch 
noch nicht klar, ob die Blutkérperchen dabei sicher ihre Wirkung 
yerlieren und absterben, oder wie die anderen Fermente durch 
Anhivfang der Spaltungsprodukts des Zuckers die Wirkung Zeit- 


. . . . ss aie Ue a x uGl an] bean pass 8 
lich yerlicren, wn sie wielerzuerlangen, wenn die Spalfsngsprodukte 
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durch wiederholtes Waschen abgespult werden. 
dieser Frage wurden die Experimente auf Tab. XIX ausgefuhrt. 


Blutkérperchen- 0,223 
laufschwemmung 
+Zucker (1. Tag) 


in d. Brutschrank gestéllt. Blut 


1 


in die Eiskammer gestelltes Blut 


Cc. 


Versuche 


2. Tag 
3. Tag 
4, Tag 


5. Tag 


10. 


ail, 


Ill. 2. Tag 


Kontrolle 


nach 5 St. in 
37°C. ausge- 
waschen 

Zuckerzusatz 
erst nach 5 St. 


Zuackergehalt in % 


? 


0,223 
0,217 
0,209 


0,211 


TABELLE XIX. 


Zur Beantwortung 


Zuckeérab- 
nahme zu 1 
Mil 
Erythrozyt 


bo 
= 


mor) 
ij) 


ie 
bo 


Natt 


——— 


0,297 


0,285 


a 

3 4 | Desglei- 

A o) £ (>) chen 

De 28 in % 

had Ba 

0,123} 100 44,8 
0,194 29 13,0 
0,211 6 2,3 
0,207 0 0 
0,222 0 0 
0,142| 88 38,3 
0,095) 121 56,0 
0,124 80 39,2 
0,176 66 27,3 
0,205 53 20,5 
0,211 38 15,3 
0,187 67 33,1 
0,251 0 0 
0,242 0 0 
0,226 0 0 
49 16,5 
0,164 |84-133 33,9-44,8 
34 11,9 
0,214 64 23,0 
0,229) 71 23,7 


Zahl der 
Erythrozyt. 
Einheit, 
Tausend 
4,976. 
(4,720.) 5,1% 
4,808. 
(4,136.) 14,094 
5,032. 
(3,944.) 21,69% 
4,288. 
(2,048.) 52,297 
3,336. 
grésstenteils 
himolysiert 
5,160. 
(5,024.) 2,697 
6,008. 

(+) 
4,912. 
(4,360.) 11,297 
5,584. 
4,976. 

(+) 
4,952. 
(4,920.) 1% 
4,696. 
3,952. 
(2,432.) 38,599 
5,248. 
(3,424.) 34,896 
5,064. 
(2,880.) 43,1 9%. 
7,112 
6,688 
6,888 
6,008 


a er ee 


; 6.9 
11,8-18,7 


5,1 
9,3 


11,8 


Uber die glykolytische Kraft des Blutes. 161 


I. Die Priifung am zweiten Tage wurde so ausgefithrt, dass nach Abschluss 
der Blutpriifung am ersten Tage die Blutkérperchen nochmals mit der physiologi- 
schen Kochsalzlisung ausgewaschen, und nich Beseitigung der Spaltungsprodukte 
und des zurtickgebliebenen Zuckers eine neue Zuckerlisung hinzugefiigt wurde, um 
eine neve Aufschwemmung der Blutkirperchen zu erhalten. 

II. Dieser Full wurde gepriift, nachdem die Zuckerlisung in die Blutkiirper- 
chenaufschwemmung, die einen Tag ohne Zuckerzusatz im Brutsch-ank stand, 
nach Waschen wie I. hinzugefiigt wurde. 

il a, Die Blutkérperchenaufschwemmung, die einen Tag one Zuckerzusatz 

im Brutschrank stand, wurde ungewaschen sofort mit der Zucker- 
lisung versetzt und zur Untersuchung verwendet. 

b. In der fiinften Stunde wurde nach Waschen mit der physiologischen 
Kochsalzlésung yon neuem Zuckerlisung zugefiigt, dann die Unter- 
suchung fortgesetzt. 

ce. Ohne Zuckerznsatz mit a und bim Brutschrank aufbewahrt und nach 


5 Stunden mit Zucker versetzt und untersucht. 

Eine grossere Quantitit Aufschwemmung wurde hergestellt und 
ohne Zuckerzusatz in 2 Teile halbiert. Der eine wurde in den 
Brutschrank und der andere in die Eiskammer gestellt. Dayon 
wurde tiglich ein Teil genommen, um die glykolytische Kraft nach 
Zuckerzusatz systematisch zu untersuchen. Bei dem im Brntschrank 
aufbewahrten Teil war die glykolytische Kraft nach 2-4 Stunden, 
d. h. am zweiten Tage deutlich schwiacher, und zeigte nur cine 
geringe Verminderune des Zuckers. Am dritten Tage wir die 
Kraft gewichen. Die in die Fiskanimer gestellte Aufschwemmunge 
zeigte am 3ten Tage noch keine veriinderte Glykolyse. Diese fing 
an, sich am 4. oder 5. Tage nach und nach abzuschwichen, wn 
am 10. Tage nur noch die Hiilfte zu behalten. Sogar am 11. Tage 
war die Glykolyse noch deutlich nachweisbar. Die 1-2 Tage 
lang im Brutofen verweilten Blutkorperchen wurden zweimal mit 
physiologischer Kochsalzlosung gewaschen, vad eine neue Aufschwem- 
mung amit, beziehunesweise ohne Zusatz yon Phosphatgemisch 
hereestellt und nach Zusatz von Zuckerlosung untersucht. Meistens 
entsteht aber keine Glykolyse, und die etwaige Abnahme des 
ZAuckers ist aueh seliav gering. 

Wie Tab XIX zeigt, wurden mit demselben Blute 3 Experimente 
Bei a) liess man die Glykolyse 24 Stunden lang 


ausgefuhrt. 
Bei b) wurde der zwtickgebliebene Zucker und 


dauernd bestehen. 
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dessen Spaltungsprodukte durch Wascheti nach 5 Stunden beseitigt, 
dann wieder Zuckerlésung hinzugegossen. Bei ¢ wurde das Blut 
ohne Yuckerzusatz mit a und b im Brutschrank aufbewahrt und 
nach 5 Stunden erst Zuckerlisung zugesetzt. Der Unterschied 
der Zuckerspaltung in diesen 3 Experimenten ist kein grosser. Ob 
die wahrend des Versuchs durch Waschen hervorgerufenen me- 
chanischen Reize auf das Leben der Blutkérperchen einen schad- 
lichen Einfluss ausibtan, konnte nicht festgestellt werden. Jeden- 
falls war die Zuckerabnahme bei dieser Probe geringer als bei a) 
und c). Die Blutkorperchen verrichten ihre Funktion solange sie 
leben, wenn sie in den Brutschrank von 37°C. gestellt werden, 
mogen sie in der Kochsalzlosung mit oder ohne Zucker stehen, 
oder mag ihnen Zucker wahrend des Versuchs zugefugt, oder die 
Spaltungsprodukte durch Waschen entzogen werden. Erst wenn 
sie sich dem Tode nahern, nimmt auch die glykolytische Kraft ab. 
Die verschiedenen technischen Eingriffe wahrend des Versuchs dn- 
dern die glykolytische Kraft nicht, dieselbe verschwindet meistens 
nach 24 Stunden. 


XIL. UnrersuchHune per LEUKOZYTEN. 


Nach Rona u. Arnheim (1913) sollen die Leukozyten im Blute 
zur Glykolyse in Beziehung stehen, deren Kraft aber nicht so stark 
sein wie die der Erythrozyten. Dagegen halten Hugh Maclean 
u. Henry Bright Weir (1916) und Kozo Yada (1921) die Kraft 
der Leukozyten fur stirker. Da bei meinen Experimenten stets 
defibriniertes Blut verwendet wurde, waren die Leukozyten durch 
lie verschiedenen Manipulationen. meisteng verschwunden und 
zihlten durchschnittlich etwa 1800 (200-3500). Eine so geringe 


Anzvhl Leukozyten werden kaum die Ergebnisse der Experimente 
beeinflussen (s. Tab. XX). 
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TABELLE XxX. 


Zuckergehalt | ¥ a ites mt 
in 5 a5 pid & te 
era 2 5 Oo” £les feAa 
Versuchsfiill dade Bg lose. || eel oe eee 
ersuchsfille 22 Ra 3 ce 8 | ge 4g gs 
Ee [esboate) CLE ass em emer Gi) [yes 
Se gusl3 |F (23\°3 gb 
les 2 SERS ae 
Eryth t fsch ¥ ae = on = bap 
rythrozytenaufschwem- 29 7 | ¢ — gos 
Chars Nida 0,280| 0,197) 3 | 29,6 |5992.| 0 | 139 
A | Desgleichen + Leukozyten 0,277 | 0,212) 65 23,5 |5,336.; 950] 122 
| fe 0,273) 0,208] 65 | 23,8 |5,129.} 4609 | 12.7 
Vollblut + Zucker 0,176| 0,109) 76 | 43,2 
Erythrozyten 1 ecm+Serum 
: ] 7 ql ove 29 
. BD camt Zucker 0,176 | 0,100] 76 43,2 
Blatkirperchenaufschem - = : 
mung 0.179 | O,1IS| GL 31,2 
Erythrozyt 1 ecm + NaCl- ao g| my 1 1.2 
Lisg 2 ecm+Zucker UEMURA Das TN 2 


Bei dem Versuch A wurde dem entnommenen Blut Kaliumox- 
alat im Verhaltnis 1% zugefigt. Mittels der Zentrifuge wurden 
die Leukozyten von den Erythlrozyten getrennt. Aus der oberen 
‘Schicht wurden die ersteren und aus der unteren die letzteren 
genominen. Drei Prifungen wurden gemacht (s. Tab.) (Kine 
Probe enthilt nur Erythrozyten, die beiden anderen auch Leukozy- 
ten, 950-4600.) Das Exgebnis ist, dass die gespaltene Zuckermenge 
fast proportional ist zur Erythrozytenzahl, ohne Bezug auf die 
Zahl der Leukozyten. Versuch B wurde mit defibriniertem Pfer- 
deblut ausgefithrt. Wenn auch die Blutkérperchenzihlung fehilt, so 
ist doch die Menge des verminderten Zuckers ohne Beachtung der 
Leukozyten fast gleich. Bei den anderen Beispielen wurden die 
Leukozyten geziihlt und kollationiert, jedoch wurde keine bestimmte 
Beziehung der Leukozyten zur Zuckerspaltung erkannt.  Somit 
kann man die oben beobachteten Vorgiinge als eine Wirkung der 
Erythrozyten anschen. Danit soll aber die glykolytische Kraft der 
Leukozyten durchaus nicht ausgeschlossen werden. Wenn wir auch 
annehmen, dass die Leukozyten eine stiirkere glykolytische Kraft 
als die Erythrozyten besitzen, wirden sie doch bei der Glykolyse 
des ganzen Blunts weniger als die Erythrozyten beteiligt sein, weil 
die Zahl der Leukozyten viel geringer ist als die der Evythrozyten. 
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Es sei noch bemerkt, dass die Leukozyten, die mit den Erythrozy- 
ten gemischt existieren, yon dem Schicksal der letzteren abhangen. 


XIII. Dre GLYKOLYSE UND DER ZUCKER IN 
‘DEN BLUTZELLEN. 


Es wird allgemein angenommen, dass der Zucker aufgelost 
hauptsichlich im Blutseram aber auch zum Teil in den Blutkor- 
perchen vorkommt. Seit kurzem werden Ofters experimentelle Un- 
tersuchungen tber die Permeabilitit der Erythrozyten fur Trauben- 
zucker bekannt gegeben. Wahrend meiner Versuche ist die 
Frage aufgetreten, ob der in die Erythrozyten eingedrungene 
Zucker auch dort verbleibt. Beim Extrahieren des Zuckers durch 
Ergiessen yon Bangschem Reagens schrumpfen die Blutkorperchen 
ein. Weil das Eiweiss dabei hart gerinnt und sich an das Fliess- 
papier dicht ansetzt, kommt der Traubenzucker, der in die Blut- 
korperchen eingedrungen ist, nicht vollstindig in das Réagens her- 
aus. Somit vermindert sich der Zuckergehalt, und es hat den 
Anschein, als ob eine Spaltung stattgefamden habe. Wie Tab. 
XXI zeigt, wurde erstens der Zucker nach der bekannten Methode 
extrahiert. Zweitens wurde er, nachdem die Blutkorperchen durch 
genugende Hawolyse mit Frost und Warme (7 mal wiederholt) 
verstort wurden, extrahiert. Dann wurden die beiden Werte ver- 
glichen. 


TABELLE XXI. 


Zackergehalt in % a Ey 5 Bae |. os 3 
Bar = aw DROUR pees 
, , Tt + Hon S Se SIE oA 
Versuche Vora Nach 7 | Nach 24 OF TS anes) ley So S 
Seep.) tlie 20d |) Sta aba oq o0.8 Bee SFr 
Versuch 37°C) 37°C) 24 GZ don [Sead 
ae ais See ae 
Kontrolle. 0,354) 0,297) 0,229 57 16,1 7,520. 7.6 
oe 37,9 17,8 
0,416] 0.368] 0,291 48 115 6,4 
mach Hiimolyse +0,062 +6,071! +0,07L 15 39.0 16,6 
Konrolle. 0,200| 0,143) 0,099 Yan ae ay are oe 
110 55,0 14,2 
0,211 0.174 0,119 37 ES: 4.8 
nach Hiimolyse | +-0,011] +0,031| +0,029° 92 43,6 11,9 . 
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Der Wert des extrahierten Zuckers nach der Hiimolyse ist 
jedesmal etwas hoher. Wenn die Zuckerkonzentration des Mediums 
gross ist, so hat der intrazellulare Zuckergehalt die Neigung, etwas 
hoher zu werden. Wenn aber die Zuckerkonzentrat’on in der 

“Ungebung geringeren Wert aufweist, dann bleibt der Zucker in 
den Blutkorperchen unveriindert. Demnach existiert der abgenom- 
mene Zucker nicht allein als Traubenzucker in den Blutkirperchen, 
sondern er andert sich nach ihrer Lebensfunktion. Um diesen Ver- 
anderungszustand zu kennen, bedarf es weiterer Studien. 


XIV. Dir BEezreExUNG DER GLYKOLYTISCHEN ICRAFT DER 
EXRYTHROZYTEN MIT IHRER LEBENSFUNKTION. 


Die glykolytische Kraft der Erythrozyten ist mit ihrem Leben 
eng verknupft. Bei der einfachen Betrachtung kann mau sie als 
einen Teil ihrer Lebenserscheinung auffassen. Uber diese Ansicht 
wurde schon oben gesprochen und besonders interessant ist, 
dass nach eintégigem Belassen des Bluts im Brutschrank die gly- 
kolytische Kraft verschwindet, obwohl keine Himolyse einsetzt und 
fast normal geformte Erythvozyten mikroskopisch erkennbar sind. 
Es musste zuniichst eatschieden werden, ob diese Exrythrozyten 
noch oder nicht mehr lebendig sind. Um dies festzustellen, wur- 
den die nachstehenden biologischen Untersuchungen vorgenmmen. 

Bei der Injektion des frisch entnommenen Kaninchenbluts in 
die Banchhoéhle eines anderen gesunden Kaninchens werden die 
Erythrozyten resorbiert, und eine Polyzythimie tritt in Erschei- 
nung, d. h. in dem injizierten Kaninchenkorper finden diese als 
Erythrozyten vortibergehend Verwendung. . Dagegen wenn altes 
Blut, und zwar solches, dessen Blutzellen die Lebensfunktion yer- 
loren haben, benttzt wird, so werden sie im Iorper zerstort, und 
es entsteht Himoglobinwie und Ikterus. Dabei nehmen die Ery- 
throzyten wie bei dem vorhergehenden Fall nicht zu. Dieses Er- 
vebnis wurde in den folgenden Versuchen in Anwendung gebracht. 
Aus der Carotis einiger Kaninchen wurde gleichzeitig Blut entnom- 


men. Dasselbe wurde defibriniert und mit der physiologischen 
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Kochsalzlésung 2-3 mal ausgewaschen. Durch Zusatz weiterer 
Kochsalzlisung wurde die Aufschwemmung hergestellt. Davon 
wurde ein Teil sofort in die Bauchhohle eines gesunden Kaninchens 
injiziett. Der andere Teil wurde. 24 Stunden im Brutschrank be- 
lassen, bis die glykolytische Kraft verschwunden war, und dann 
in die Bauchhohle eines zweiten gesunden Kaninchens eingespritzt. 
Dieselben Versuche wurden mit dem fast gleichen Ergebnis 
ziweimal wiederholt, wie auf Tab. XXII veranschaulicht ist. In 
den Fiillen, wo frisches Blut injiziert wurde, vermehrten sich die 
Erythrozyten im Vergleich mit dem normalen Maximum um 
70-80 Tausend, und der Harn, der tiglich mit dem Katheter ent- 
leert und untersucht wurde, zeigte keine Verdnderung. Bei den 
gweiten Tillen trat keine Polyzythimie auf. Vielmehr konnte 
eine Himoglobinurie am folgenden Tag nach der Injektion, die 
einen Tag lave wiilrte, konstatiert werden. Nach Verschwinden 
der Hamoglobinurie war eine leichtgradige Reaktion des Gallen- 
farbstoffs bei zweimaliger Wiederholung zeitlich zu erkennen. Nun 
wurden die Versuche in umgekehrter Weise mit denselben Kanin- 
chen wiederholt. Das im Brutschrank befindliche Blut wurde dem 
Kaninchen injiziert, bei, welchem die Erythrozyten durch Fin- 
spritzen von frischem Blut noch im Zunehmen waren. Hierdurch 
‘wurde eine plctzliche Vermindernng der Erythrozytenzahl erzielt, 
und dabei eine deutliche Hiéimoglobinurie beobachtet. Einem 
zweiten rit dem im Brutschrank verwahrten Blut injizierten Ka- 
ninchen wurde das in der Eiskammer einen Tag aufbewahrte, die 
elykolytische Kraft noch nicht eingebtusst habende Blut eingespritzt. 
Im Gegensatz zu den beiden vorhergehenden Versuchen wurde 
eine Polyzythamie (etwa 2 Millionen) und keine Verdinderung des 
Harns konstatiert. Somit besteht die glykolytische Kraft, solange 
die Erythrozyten noch eine Lebensfunktion verrichten. Diese gly- 
kolytische Erscheinung konnte demnach als. Beweis fiir die Beur- 
teilung des Lebens der Erythrozyten dienen. 
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Kaninchen I. &. Kaninchen II. &. 
| 
\Zuhl der | \Zahl der 
Injizierte, Eryth- | Harnbefund Injizierte, Eryth- | Harnbefund 
Dat. | Elut- | rozyten, u. | Dat. | blut- | rozyten, u. 
menge | Finheit | Kérpergewich i menge | Einheit | Kérpergewicht 
Tauserd Tausend) 
18/I1 6,576. | Harn normal | 8 II 6.252. | Harn normal 
2825 g. 2645 g. 
19 6,104. fy i 19 6,496. ce re 
29 |85 cem | 6,632 5) » 2L | 75¢em | 6,009. 
frisches 24 St. 
Blut lang im 
(7,30 5 rutofen 
eee) gestellt. 
Blut 
(8 P.AL) 
21 | 7,482. | Harn gelb, 22 5.584. | 2 P.M. Hi- 
6,912. | Gallen-u. | 6,096. | moglobinurie, 
| Blutfarbstoff- | Guaj.-R. 
Reakt. (—) | stark (+) 
2930 g. | Gallenfarbst. 
| schwach (+) 
22 6,504. | Harn nichts | 23 5,968. Guaj.- u. 
besond. | Urobilin-R. (—) 
6,448. gestern wie Gallenfarbst. 
Spur (+) 
| 
24 6,264. aN Bs esas: 6,126 Gallenfarbst, 
| =} 
27 1100 cem| 6,482. i, 20 5,688 Harn normal 
frisches 2730 g. 
Blut 
(5,30 
P. M.) 
28 6,256. | Harn normal 28 |100ccm,| 5,326. 
6,720. 2870 g. desglei- 
chen, 
altes Blut 
(6,10 
P.M.) 
1/TIT 7,072. $5 if 1/TIT 6,056. Vormittags 
6,936. 6,008. Hiimoglobinurie, 
; labendsGuaj.-R. 
ebenso (+). 
Gallenfarbst. 
| u. Urobilin (—) 


168 


Y. Kawashima : 


Kavinchen I. & Kaninchen II. 2. 
Zabl der Zahl der 
Tnjizierte| Eryth- | Harnbefund Injiziert.| Eryth- | Harnhefund 
Dat Blut- | rozyten, u. Dat. | Blut- | rozyten, u. 
menge | Einheit | Kérpergewicht menge | Kinheit | Kérpergewicht 
Tausend Tausend 
2 6,904. | Harn vormal 2 5,864. | Guaj.-R. (—) 
Gallenfarbst. 
schwach (+ 
Urobilin (— 
2600 g abends 
Gallenfarbst. 
Spur (+) 
4 \110cem, 7,06). , z 3 5,688. | Harn normal 
24 St. 
langin d. 
Brutofen 
gestellt. 
Blut (6,30 
P.M.) 
5 5,769. | 11 A.M. Hi- 4 |110ccem, 5,849. 1 » 
moglobinurie, - | 24 St. 
Guajak-R. stark Jang in 
(+) Gallen- | Kiskam- 
farbst. (—) mer 
5,688. | 4 P.M, ebenso gestellt. 
beschaffen wie B ut 
vo.ig (6 P.M.) 
6 6,544. |11 A.M. Guaj.- 5 7,352. |Seit letzt. Abend 
R. (—) Gallen- angesammelt. 
farbst. (—) Harn gelb, 
Seit letzt. Abend Guaj.-u. 
angesammelt. Gallenfarbst.- 
| Harn, Guaj-R. R. (—) 
| schwach (+) 
6,168. |2 P.M. Guaj.-R. 8,16). | Mittags, Harn 
(—) Gallen- normal 
farbst. 
schwach (+) 
Urobilin (—) 
7 5,936. | Gallenfarbst. 6 7.68). | Harn normal 
Spur (+) 7,016. 2615 g. 
Sa 6,728. | Harn normal 8 6.792. 5 
£789 g. ; = 
9 6,336. + 5 9 Hee Gslowe &s * 


ete : : 7 
Die Erythrozyten wurden immer am _ niichternen Morgen, und anch oft 


pachmittags an demselben Tage wieder gez iit. 
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XV. ScHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Blutserum und Plasma haben keine glykolytische Kraft. 

2. Die glykolytische Kraft der Erythrozyten des gesunden 
Kaninchens haingt wenig von der Zuckerkonzentration, bei einem 
Gehalt von 0,155-0,317 %, aber hauptsichlich von der Zahl der 
Erythrozyten ab. Die Erythrozytenzabl und die gespaltene Zucker- 
menge sind in parallelem Verhiiltnis, uamentlich wenn es sich um 
das gleiche Blut handelt. 

3. Die glykolytische Kraft der Blutkorperchen im Serum ode: 
Gemisch des Natriumphosphats von Blutalkaleszenz ist starker als 
in der physiologischen Iochsalzlosung. In der Kochsalz- oder 
Ringerschen Losung ist sie fast gleich. 

4. Bei der Hamolyse nach den verschiedenen physikalischen 
und chemischen Methoden verandert sich die glykclytische Kraft je 
nach dem Grad der Hamolys2. Bei vollkommener Himolyse ver- 
schwindet auch die Kraft vollstindine. 

5. Zyan und Toluol then keinen Einfluss auf die Glykolyse 
aus, Solange deren JXonzentration nicht ausreicht, um eine Himolyse 
herbeizufihren., Alkohol, Ather, Chloroform, Chininhydrochlorid 
und die hypotonische Kochsalzlosung verhalten sich wie diese 
beiden. Die mit absolutem Alkohol behandelten Blutkorperchen 
veigen keine. Glykolyse. ; 

6. Der Abschluss des Sauerstoffs veriindert die glykolytische 
Kraft der Blatk6rperchen nicht. Sauerstoffzufuhr in  grdsserer 
Quantitit ist von keinem Einfluss. Von gleichem Verhalten 
ist CO, Kohlenmonoxyd. ohlensiiure in grosser Menge stirt 
die glykolytische IKraft, die sich aber bei der Sauerstoffzufuhr 
erholt. 

7. Es hat den Anschein, dass bei meinen Versuchen die 
Glykolyse hauptsichlich von den Erythrozyten verursacht wurde, da 
die Leukozyten, die in geringer Anzahl den Erythrozyten beige- 
mengt sind, keine erkennbare glykolytische Wirkung, wenigstens 
nicht in absolutem Mass, verrichteten. 
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8. Die Erythrozytan in der Eiskammer behalten die glykoly- 
tische Kraft relativ lange bei, dagegen im Brutschrank von 37°C. 
verliereu sie nach 24 Stunden ihre Lebensfunktion, und mit ihr 
verschwindet auch die elykolytische Kraft. Da eine innige Bezie- 
hung zwischen der glykolytischen Kraft za der Lebensfunktion der 
Erythrozyten besteht, konnte das Bestehen der Glykolyse als 
Beweis fur die Beurteilung des Lebens dex Erythrozyten dienen. 


Es sei mir an dieser Stelle erlaubt, Herrn Prof. Dr. M. 
Nagayo, Direktor des Instituts, der mir die Moglichkeit gab, 
diese Untersuchungen vorzunchmen, Herrn Prof. Dr. H. Hayashi 
und Herrn Dr. T. Kohmoto, Vorstud unserer Abteilung, fur 
die Anreguoe und Leitune dieser Arbeit, und Herrn Dr. Z. Hatta 


ra 


fur wiedezholt erteilten guten Rat meinen ergebensten Dank 


auszusprechen. 


LITERATUR. 


Aibara, 'T. (1 + VIG8 Usiseliemi la Ale 

Arthus (1891): Zentridb. f. Physiol. 5, 550. 

Arthus (1892): Zentralb. f. Physiol. 6, 355. 

Bernard, Cl. (1873): . cit, Oppenheimer, Die Fermente u. ihre Wirkungen, 1913. 

Braunstein (1904): Zeitsch. f. klin. Med. 51, 359. 

Cohnheim (1003, 1904, 1906): Zeitsch. f. physiol. Chem. 39, 336. 42, 401. 47, 253. 

Colenbrander (1893): Maly’s Jahresb. 22, 137. 

Doyon et Morel (1903): Comp. rend. soc. biolog. 55, 215. 

Edelmann (1912): Biochem. Z. 40, 317. 

Fukushima, K. (1922,: Jl. of Biochem. 1, 151. 

Lépine (1592 : Wien. med. Presse, 27. 

Lépine u. Barral (1892): Maly’s Jahresb, 22, 

Lépine u. Boulud (1901):° Maly’s Jahresb. 31, 270. 

Léepine vu Bonlud (1906): Maly’s Jahresb. 36, 157. 

Levene u Meyer (4912): Jl. of Biol. Chem. 11, 361. 

Lob (1910): Biochem, Z. 29, 316. 

Lob (1911): Biochem. Z. 32, 43. 

Maclead (1913): Jl. of Biol’ Chem. 15, 497. 

Macleen H., Weir H. B. (1916): Biochem. 9, 412. 

de Meyer (190£): Biochem. Zentralb. 3, 672. 

de Meyer (1910); Zentralb. £. gesumt. Physiol. n. Pathol. d. Stoffwechs. 5. 

Michaelis u. Skwirsky (1909) Zeitsch. f£. Immunitiitstorsch. u. exper. 
Therap. 4, 357. 


Uber die. glkyolytische Kraft des Bultes. 171 


Michaelis u. Rona (1910): Biochem. Z. 23, 364. 

Milne u. Peter (1912): JL med. research. 26, 415. 

Nishian H., HirumaK, u. Fukushima K. (1921): Mitteilung. d. med. 
Gesellschaft zu Tokio. 35, 674. 

Rona u, Diblin (1911): Biochem. Z. 32, 48). 

Rona u. Arnheim (1913): Biochem. Z. 48, 35. 

Rona u. Wilenko (1914): Biochem. Z. 62, 1. 

Ry wosz (188): : Arch. f. Verdauungskrankht. 4, 520. 

Seegen (1891): Zentralb. f. Physiol. 5, No, 25-26. 

Sieber (1903); Zeitsch. f. physiol. Chem. 39, 484. 

Sieber (1905): Zeitsch. f. physiol. Chem. 43, 560. 

Spitzer (1894): Berl. klin. W. No. 42. 

Vandeput (1910): Maly’s Jahresh. 40, 199. 

Yada, K. (1921) : Igaku-Chuo-Zassi. 19, 822. 


STUDIES ON HEMOGLOBIN. 


I. The Advantage of Alkaline Solutions for Colorimetric 
Determination of Hemoglobin. 


By 
HSIEN WU. 


(From the Laboratory of Physiological Chemistry, Peking 
Inion Medical -College, Peking.) 


(Received for publication, October 10, 1922.) 


Methods for the determination of hemoglobin based on the com- 
parison of the color of oxyhemoglobin (Gowers, 1879), carboxy- 
hemoglobin (Hoppe-Seyler, 1892; Haldane, 1900-1; Palmer, 
1918), methemoglobin (McEllroy, 1920), cyanhemoglobin (Stadie, 
1920) and acid hematin (Sahli 1909, Cohen and Smith, 1919; 
Robscheit, 1920) have all been proposed. Of these the first 
named method, on account of the difficulty of preparing a suitable 
and stable standard, has long passed. into disuse. The carboxy- 
hemoglobin method and the acid hematin method have the prestige 
of long continued use, and in the form recoramended by Palmer 
(1918) and Cohen and Smith (1919) respectively they seem to meet 
ordinary needs of clinical hematometry. The methemoglobin and 
cyanhemoglobin methods were proposed only recently for the de- 
termination of total hemoglobin in bloods coutaining methemoglobin 
and they do not-seem to have been put to the test by a geuera! 
use. 

In our study of the peroxidase activity of the blood ave had 
determine the total hemoglobin. or this purpose, the otherwise 
excellent method of Palmer cannot be used, as methemoglobin is 
not changed to carboxyhemoglobin by carbon monoxide. Since he- 
matin can be obtained from all forms of hemoglobin, the acid he- 


* See the following paper. 
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matn method is theoretically the most general method for hemo- 
elobins. Stadie (1920) states, however, that the methemoglobin 
does not form with acid a product which can be colorimetrically 
compared with that formed from oxyhemoglobin. We have found 
also that the acid hematin solutions prepwed from equivalent 
amounts of oxyhemoglobin, carboxyhemoglobin, methemoglobin and 
eyanhemoelobin give different color readings. We are not prepared 
to say whether the difference in reading is due to a chemical dif 
ference in the acid hematins or due to other causes, but it is certain 
that the acid hematin method cannot be used for the determination 
of total hemoglobin. The acid hematin method even in oxyhemoglo- 
bin determinations is subject to several sources of error, which we 
wish to point out in this connection. 

Acid hematin solutions freshly prepared from blood are crystal 
clear, but the standard prepared from the concentrated stock solu- 
tion is always turbid. This turbidity renders the reading difficult 
and may cause an ‘error of from several per cent to 10 per cent 
or more depending on the visual habit’ of the reader. Terrill 
(1922) in a recent paper proposed the use of acid hematin protein 
powder and highly concentrated solutions kept in ampules which 
except for their being cumbersome would seem to considerably lessen 
the chance of error in the method. 

In applying the acid hematin method to pure hemoglobin so- 
lutions we came to observe another source of error. When the acid 
hematin color prepared from blood is compared with that of a so- 
lution prepared from an equal amount of pure hemoglobin the latter 
is found to be about 20 per cent too weak. The color of this so- 
lution can be increased by adding plasma, and when 1 cc. of plasma 
is added the color of the solution matches with that prepared from 
the blood. When a washed corpuscle solution is used instead of 
pure hemoglobin solution the result is just the reverse, the color 
being descreased by the addition of plasma. The following ex- 
periment may be cited. 

Washed sheep corpuscles were laked with 8 volumes of water 
and 1 volume of 5° per cent alumina cream was added. After 


Ct 
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thorough shaking the mixture was filtered. The filtrate was per- 
fectly clear, it should contain no protein other than the hemoglo- 
bin. 5 ec. portions of this solution were measured into a series 
of 100 ce. flasks, different amounts of plasma were added, the go- 
lutions diluted to about 90 ce., Lec. of eonc. HCl added, made up 
to volume, mixed, and the color compared after 40 minutes, with 
the following results: 


Pure hemoglobin, as standard, set at 20 nun. 
Same +0.25 ec, sheep plasma reads 17.6 
a +0.50 ,, 2 Dp * 16.5 
nf +1.00 ,, s o 16.1 
* SEAR cy) ac 4 * 16.0 
a BEDI 1. 5 Bs SS 15.9 


The same procedure with corpuscle solution which was not 
treated with alumina cream gave on the contrary the following 
results : 


Corpuscle solution, as standard, set at 2) sm. 
Same +0.25 ec. sheep plasma reads 29.4 
” +0.50_,, a eS s 29,8 
es SI EAOLO) Sy ) 5 a 212 


It is thus geen that the color of the acid hematin solution is 
ereutly influenced by the plasma and by the stroma of the cor- 
puscles, that is by the proteins and lipoids of these components of 


the blood. Since hematin is insoluble in = HCl, the solution 


prepared from hemoglobin must be colloidal and it is a matter of 
common knowledge that the state of aggregation of a colloid, and 
consequently its color, is greatly influenced by proteins and lipoids. 
The color of an acid hematin solution prepared from the blood would 
thus depend on the interplay of the protein and Lipoid contents of 
the plasma and the corpuscles. 

We have found that the addition of 0.5 ce. of plasma to 1 ee. 
of blood does not appreciably affect the color of the acid hematin 
solution, and probably in a!l normal bloods the variation of the 


176 ' Hsien Wu: 


protein and lipoid contents is not sufficient to cause an error. But 
with bloods of abnormal composition, the error may be considera- 
ble. Cohen and Smith reported some instances where they found 
a wide variation between the figures obtained by the acid hematin 
method and those obtained by the oxygen capacity method. We 
would suggest the variation of the protein and lipoid contents as 
a probable explanation of that discrepancy. 

Now the two sources of error inherent in the acid hematin 
method are both removed if the color comparison is made in alkaline 
solution. By making the solution alkaline the turbidity of the old 
standard solution disappears. At the same time the plasma and 
stroma proteins and lipoids cease to. have any appreciable influence 
on the color. If in the above mentioned experiment 50 cc. of the 
acid hematin solutions containing different amounts of plasma were 
made alkaline by adding 5cce.-of 10 per cent sodium hydroxide, 
the colors of the solutions became identical. 

As already mentioned above, the colors of the acid hematin 
solutions prepared from different hemoglobins are quantitatively 
different, but this difference also disappears when the solutions are 
made alkaline by the addition of sodium hydroxide. The following 
experiment bears out this point. 

lcce. portions of sheep blood were measured into a series of four 
100 ce. volumetric flasks. To the first flask 20 ce. of 4 per cent 
ammonia water were added, the solution was saturated with coal 
gas, made up to volume with water aad mixed. Ammoniacal 
methemoglobin and eyanhemoglobin solutions were prepared in the 
second and third flasks as described below. To the fourth flask 20 
ec. of ammonia water were added, the solution was made up to 
volume and mixed. 1 ce. of concentrated hydrochloric acid was 
then added to each flask, mixed, and the acid hematin color was read 
after 40 minutes. 50ce. portions of each solution were measured 
out, 5c. of 10 per cent sodium hydroxide were added and the color 
of the alkaline hematin was compared. The results are shown in 


Table I. 


~I 
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TABLE I. 


Color Value of Acid and Alkaline Hematin solutions prepared from 
different forms of Hemog'obin. 


Color Readiug. 
Form cf hemoglobin. = 
Acid hematin. Alkaline hematin. 
Oxyhemoglobin 20 mm. 2) mm. 
Carboxyhemoglobin 19 20.1 
Methemoglobin ales! 19.9 
Cyanhemoglobin 16.9 29 


From the above findings a new method based on the com- 
parison of alkaline hematin has emerged. When sodium hydroxide 
is added to a blood solution the hemoglobin is first chang »d to 
methemoglobin and the alkaline hematin is formed only after a 
long time. An alkaline hematin solution is readily prepared, 
however, by making an acid hematin solution alkaline. The 
method is simply as follows: To Ice. of blood in a 100ce. 
volumetric flask add 80 cc. water and 1 cc. concentrated hydro- 
choloric acid. Allow to stand 30-40 minutes, add 10 ce. 10 par 
cent sodium hydroxide, make up to volume and mix. 

The standard solution can be prepared from the stock acid 
hematin solution prepared according to Cohen and Smith. Mea- 
sure 5cc. of the 20 per cent blood solution into a 100 ce. flask, 
dilute to. about 80cc., add lee. concentrated hydrochloric acid, 
10 cc. of 10 per cent sodium hydroxide, make up to yolume and 
mix. 

The methemoglobin method.—This method in the form proposed 
by McEllroy does not yield satisfactory results. The neutral 
methemoglobin solution prepared from blood by adding ferricyanide 
is turbid, even when it is fresh. The color is also too light, so 
that « 2 per cent solution of blood has to be used instead of the L 
per cent solution employed in other methods. By making the 
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solution ammoniacal, the color becomes much darker so that 1 ce. 
of blood can be diluted ts 100ec. At the same time the turbidity 
disappears, and accurate color readings can be made. The am- 
moviacal methemoglobin solution is prepared as follows. To Ice. 
of blood in a 100 ce. volumetric flask add 20 ce. of 4 per cent 
ammonia water, and 0.25 cc. of 4 per cent potassium ferricyanide. 
Allow to stand 3) minutes, make up to volume, mix and_ read. 

The cyanhemoglobin method.—This method in the form proposed 
ly Stadie is open to the same objection as McEllroy’s method. 
The turbidity of the freshly prepared solution is only slight, but 
it grows on standing aud within a week or two a sediment may 
he formed. ‘I'he addition of ammonia keeps the solution clear. The 
amimoniacal cyanhemoglobin solution is prepared as follows: To 
lce. of blood in a 100 ce. volumetric flask add 20 cc. 4 per cent 
ammonia water and 0.25 cc. 4 per cent potassium ferricyanide. 
After 20 minutes add 2.5 ce. of 0.1 per cent potassium cyanide, 
inake up to volume and mix. The reading may be taken after 
10 minutes. 

We have found the three methods just described to give 
entirely satisfactory results. The solutions being crystal clear, the 
color reading can be made with the maximum degree of accuracy 
which colorimetry permits.* The colors of solutions prepared from 
pure hemoglobin solution and froma blood of the same hemoglobin 
content are the same, and it need hardly be stated that the readings 
are strictly proportionate to the concentration of the hemoglobin 
when the standard and the unknown are not more than 30 per cent 
apart. 

The ammoniacal methemoglobin solution keeps only for 1-2 
weeks but the ammoniacal cyanhemoglobin solution keeps for at 
least a month at room temperature. By adding sodium fluoride 
the solutious may be preserved for longer periods but this is hardly 
necessary as they can be readly prepared fresh from stock standard 


* It should perhaps be mentioned that the ammoniacal carboxyhemoglobin 
solution in Palmer’s method is also clear, but, as already pointed out, this 
method cannot be used for the determination of total hemoglobin. 
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solutions. The alkaline hematin solution does not keep as the 
hematin is changed to hematoporphyrin, and it should be prepar- 
ed fresh from a stock standard solution. For general use we 
prefer the ammoniacal cyanhemoglobin method and others may 
prefer to read the ammoniacal methemoglobin. Individual aptitude 
for color reading must decide the choice. But the alkaline 
hematin method is the only suitable method for the determination 
of total hemoglobin in chicken blood. The sodium hydroxide 
dissolves the stroma of the chicken corpuscles which would give 
so much turbidity with other methods that the solution cannot be 
read. 

Stock Standard Solutions.—In the course of this study we have 
tried to preserve hemoglobin solutions with various organic and 
inorganic reagents and the only substance which answers our 
purpose is sodium fluoride. A 10 per cent solution of blood or a 
corresponding solution of pure hemoglobin can be preserved with 
4 per cent sodium fluoride for at least one month at room tempera- 
ture and probably much longer in the cold. The sodium fluoride 
does not interfere with the procedure of the determination by any 
of the three above methods. ‘The stock standard solution is pre- 
pared as follows: Measure into a liter volumetric flask 100 ce. of 
blood the hemoglobin content of which has been determined by 
the oxygen capacity method. Add 800 cc. of water and 40 grams 
of sodium fluoride, shake until all the fluoride is dissolved, warming 
to 35-40° if necessary. Cool, make up -to volume, mix and filter 
if necessary. In a few days all hemoglehin is changed to methe- 
moglobin in the fluoride solution, but this is of consequence. A 
2 per cent solution of blood prepared according to Palmer may 
also be used as a stock standard solution as the earboxyhemoglobin 
is readily changed to methemoglobin, cyanhemoglobin and hematin. 
To prepare a standard solution for use measure 10 ce. of the 10 
per cent or 5ce. of the 20 per cent blood solution into «a 100 ce. 
volumetric flask and proceed as already described. 
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SUMMARY. 


Sources of error of the acid hematin, methemoglobin and 
cyanhemoglobin methods for the ‘determination of hemoglobin are 
pointed out. New methods based on the colorimetric comparison 
of alkaline hematin, ammoniacal methemoglobin and ammoniacal 
eyanhemoglobin are proposed. 
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STUDIES ON HEMOGLOBIN. 
II. The Peroxidase Content of Blood. 


By 
HSIEN WU 


(From the Laboratory of Physiological Chemistry, 
Peking Union Medical College, Peking) 


(Received for Publication, October 10, 1922) 


It is still an open question whether the blood coutains a true 
peroxidase. The peroxidase reaction of the blood, oxidation of 
-guaiacum, aloin, benzidine, phevolphthalin and similar aromatic 
chromogens in the presence of hydrogen peroxide, has been shown 
by a number of investigators (Moitessier, 1904; Czyhlarz, 
u. von Furth, 1907; Buckmaster, 1907; Bertrand, 1911) 
to be given by hemoglobin and its iron containing derivatives. 
But it is nof known whether all the peroxidase activity of the 
blood is due to hemoglobin. 

The statements given in different text books on this point 
are not concordant. Referring to the peroxidase reaction, Plimmer 
(1918, i) says, “It is not due to any enzyme as it is given by 
boiled solutions of blood.’ Robertson (1920) says, ‘This 
(benzidine reaction) depends upon the power of an enzyme or 
peroxidase which is_ present in blood, 0 decompose hydrogen 
peroxide” and again in the footnote “It is considered probable 
that hemoglobin itself is the agent which brings about this 
decomposition.” In enumerating the enzymes of the blood 
Mathews (1920) simply states that blood contains also peroxidase. 

As evidence for the non-existence of a true peroxidase in blood 
may be mentioned the finding of Cyyhlarz and von Furth 
(1907) that, whereas true peroxidase x :celerates the liberation of 
iodine from hydsindie acid by hydrogen peroxide, blood solutions 
exert no such influcnce. However, »3 pointed out by these 
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authors themselves, the hydriodic acid test is of value only when 
it is positive but not when it is negative, as it is interfered 
with by proteins and other substances which can combine with 
iodine. Madelung (1911) and Dunker and Iodlbaur (1911) 
found the peroxidase activity of blood to run parallel with the 
hemogiobin content under varying conditions, indicating the 
absence of a true peroxidase. This finding has been contradicted 
by Kjollerfeldt (1918) who used however a much cruder method 
than those employed by Madelung and by Dunker and 
Iodlbauer for the determination of the peroxidase. Nevertheless 
the evidence adduced by these authors is not conclusive. Since 
it is known that the peroxidase of blood is all contained in the 
corpuscles (Buckmaster 1907) just as hemoglobin is, both 
would vary with the number of corprscles, 

Bach and Zubkowa (1921) found that while undiluted blood 
retains the peroxidase power after boiling, this power is lost if 
the blood has been previously diluted in the ratio of 1 to 1000, 
and they therefore believed that the blood contains a true peroxi- 
dase which in undiluted blood is masked by hemoglobin. This 
stands in contradiction to the result of some other investigators 
(Moitessier, Buckmaster) who found that boiled blood 
solutions, whether concentrated or dilute, gave the peroxidase 
reaction. Kastle (1909) states that the peroxidase activity of 
the blood is somewhat decreased after boiling, indicating the pre- 
sence of a true peroxidase. But the exact cause of the decrease 
has not been ascertained. 

That the leucocytes contain a true peroxidase seems to be an 
established fact. As early as 1868 von Klebs (cited by Czyhlarz 
and v. Furth) described the guaiacum reaction of pus which 
has since then been confirmed by Meyer (cited by Kastle), 
Linossier (1898) and others. The blood should therefore contain 
at least as much true peroxidase as is present in the leucocytes. 
However, considering the small number of leucocytes in normal 
blood the peroxidase which they can contribute must be in effect 
quantitatively negligible in comparison with the hemoglobin, 
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The answer to the present problem has now been obtained 
by a quantitative comparison of the peroxidase activity of a pure 
hemoglobin solution with that of a blood solution containing the 

_Same amount of hemoglobin. The method for the determination 
of hemoglobin is described in the preceding paper; that for the 
determination of the peroxidase is described in the following 
paper. The process used for the preparation of the hemoglobin 
was such as would completely remove any true peroxidase. The 
result of a series of comparisons, given in Table I, shows that 
all the peroxidase activity of the blood is exactly accounted for 
by the hemoglobin which it contains. 

We used in our experiments the bloods of sheep, pig, chicken 
and dog. ‘The bloods of the first three species were obtained 
from the slaughter house and several hours intervened between 
the collection and the experiment. But the blood of the dogs 
was obtained in the laboratory, and the experiment was made 
immediately after the collection. No enzyme could have disap- 
peared so rapidly. 

The decrease of the peroxidase activity of the blood on boil- 
ing remains to be explained. We have studied the effect of boil- 
ing on the peroxidase activity of the blood of sheep, ox, dog, pig, 
chicken and man, and of solutions of pure hemoglobin of sheep 
and dog. The results obtained in all cases are quantitatively the 
same. Hemoglobin is easily decomposed by the action of dilute 
alkalies or acids into hematin and globin (Plimmer, 1910, ii). 
It is certainly also decomposed by boiling, as it is decomposed 
if kept for sometime at 54° (Mann, 1906). We have found that 
the peroxidase activity of hematin is only about 70 per cent of 
that of an equivalent amount of the hemogiobin. A decrease of 
30 per cent should therefore result from boiling and this is 
precisely what we have found. 

There is thus no room for doubt that blood contains, if at all, 
only a negligible amount of a true peroxidase, 
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TABLE I. 


Comparative Determinations of Hemoglobin and 
Peroxidase in Blood. 


Source Hemoglobin Peroxidase as hemoglobin 
@ ae per cent per cent 
Man a 15.2 15.2 
2* 18.3 18.0 
3F 19.2 20.0 
4* 182 18.2 
Chicken 1 9.5 9.6 
2 8.5 8.5 
3 etl hat, 
Dog i} 13.2 13.9 
2 12.9 12.9 
3 85 8.4 
Pig 1 155 15.3 
2 14.0 13.7 
Sheep i 10.2 10.2 
2 13.1 13.1 


*Part of the plasma was removed for another use. 
EXPERIMENTAL. 


Preparation of a hemoglobin solution free from true peroxidase. 
—Defibrinated dog’s blood was centrifuged and the corpuscles 
were washed five time with isotonic salt solution. The corpuscles 
amounting to 350 ce. were laked with 0.25 gram of saponin 
dissolved in 50 cc. water. The resulting solution was shaken 
with 100 cc. of 5 per cent alumina cream. ‘The alumina crean 
removed not only the remaining serum proteins and the stroma 
of the corpuscles but also any true peroxidase which may be pre- 
sent. We have found that wheu one volume of the cream was 
added to one volume of fresh potato. juice previously diluted with 
3 volume of water and the mixture was shaken for a few minutes 
and filtered, the fiitrate contained no peroxidase. 
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The mixture of corpuscle solution and the alumiva cream was 
centrifuged, the supernatant liquid was siphoned into a beaker, 
one tenth volume of alcohol was added. The mixture was kept 
at O° in the ice chest. After a few hours a deposit of erystals 
appeared. The mixture was centrifuged and the crystals were re- 
jected as they might carry down any true peroxidase which had 
escaped removal by alumina cream. The supernatant liquid was 
again put on ice and another tenth volume of alcohol was added. 
A second crop of crystals was obtained in 24 hours. The crystals 
were separated from the mother liquor by centrifuging and washed 
once with 10 per cent alcohol. They were dissolved in the 
minimum amount of warm water and the solution was centrifuged to 
remove some insoluble residue. Alcohol was added and the mixture 
was again put on ice. A crystalline precipitate was obtained 
after 24 hours. It was centrifuged, washed once with 10 per 
cent alcohol, and dissolved in warm water and filtered. The 
hemoglohin content of the filtrate was detarmined by the ammoniacal 
cyanhemoglobin method described in the preceeding paper. ‘The 
solution, containing 7 per cent of hemoglobin, was diluted 1 to 
2500 and used as the standard for the peroxidase determination 
by the method described in the following paper. 

Comparison of the peroxidase activity of hemoglobin and 
hematin.—Pure hemin crystals were obtaived from ox blood by 
Willstatter’s method described by Plimmer (1918iii). 100 
meg. of the hemin were dissolved in about 50 cc. water with the 
addition of 1 cc. 10 per cent sodium hydroxide. The solution was 
made up to 100 ce. 1 ce. of the resulting solution was diluted to 
a liter. The final solution thus contained 1/1000 mg. of hemin. 

Two ce. of the 7 per cent pure hemoglobin solution were 
diluted to 100 cc. 1 ce. of the resulting solution was again 
diluted to 50 ce. ‘The final solution thus contained 0.028 me. 
hemoglobin. 

The peroxidase activities of the hemoglobin and hematin solu- 
tious were compared. Using the hemoglobin solution as standard, 
set at 20, the hematin solution read 31.2. 
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Since hemoglobin contains 0.335 per cent Fe and hemin 
contains 8.54 per cent Fe, 0.001 mg. hemin is equivalent to 
0.0255 mg. hemoglobin. 'The peroxidase activity of the hemoglobin 
BU a =1.38 times that of the hematin. 

0.028 20 

Effect of boiling on the peroxidase activity of blood.—l ce. of 
sheep blood was diluted to 100 cc. with H,O. 1 ce. of the resulting 
solution was measured into a test tube graduated at 50 cc. Ab- 
out 25 cc. of water were added and the tube was placed in boil- 
ing water for 10 minutes. The proteins were coagulated, but no 
lumps were formed. After cooling, the fine suspension wa3 made 
up to 50 ce. giving a 1:5000 solution of boiled blood. The 
peroxidase activity of that suspension was compared with that of 
an unboiled 1:5000 blood solution. Using the latter as standard 
set at 20 mm. the former read 28. The peroxidase activity of 
the unboiled blood is thus 1.4 times as much as that of the boiled 
blood. The same results were obtained with the blood of other 
species and of pure hemoglobin solution. 


is thus 


SUMMARY. 


It has been shown that blood contains no measurable amount 
of a true peroxidase. 
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STUDIES ON HEMOGLOBIN. 


III. An Ultra-Micro-method for the Determination 
of Hemoglobin as a Peroxidase. 


By 
HS{EN WU 


(From the Laboratory of Physiological Chemistry, 
Peking Union Medical College, Peh:ing) 


(Received for Publication, October 10, 1922) 


Several excellent methods for the determination of the hemo- 
globin in blood are already available. A new method must 
consequently possess unusual merits t> justify its introduction. 
The method to be described may traly be called an ultra-micro- 
method, for as little hemoglobin as is contained in one ten- 
thousandth of a eubie centimeter of blood suflices for a determina- 
tion. It is therefore well suited for the stady of the hemoglobin 
in the blood of small animals and embryoes t>» which none of the 
existing methods is applicable, 

The usefulness of the new method is not limited to the blood. 
With slight modifications it should prove applicable to the 
determination of hemoglobin in tissues and body: fluids other than 


the blood. 
PRINCIPLE. 


The method is based on the comparison of the brown color 
produced from benzidine in acetic acid solution by the simultane- 
ous action of the hemoglobin and hydrogen peroxide. It is in 
fact a method for the determination of a “ pseudo-peroxidase,”’ 
but whether it can be applied without modification to the deter- 
mination of true plant and animal peroxidases must be reserved 
for future stady. 

The new method is as follows: 
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SOLUTIONS REQUIRED. 


1. Benzidine. Dissolve 2 grams of high grade benzidine in 20 
ce. of glacial acetic acid with the aid of warming. Cool. Add 
80 cc. of water and 0.5 to 1 gram of blood charcoal. Shake 
gently for 10 to 15 minutes and filter. The charcoal should 
remove nearly all the brown substance always present in com- 
mercial benzidine, and the filtrate should be almost colorless or 
at most faintly tinted. In brown bottles the solution remains 
serviceable for 1 to 2 weeks, but the darkened can be reclaimed 
by treating again with charcoal. 

2. Hydrogen peroxide. The commercial 3 per cent solution is 
used. It should be titrated with standard potassium permanganate 
solution to make sure that no extensive deterioration has occured. 
_ 8. Standard hemoglobin solution. Any of the standard hemo- 
globin solutions recommended in the first paper of this series can 
be used aftet proper dilution. 

4. Acetic acid. A 20 per cent solution made by mixing 1 
volume of glacial aeetic acid with 4 volumes of water. 


PROCEDURE. 


Dilute 1 cc. of blood to 100 ce. Measure 1 cc. of the 
resulting solution and dilute again to 50 ec. giving a 1:5000 
solution. Dilute also 1 cc. of the stock standard solution to 
500 ce. if it is a 10 per cent blood solution or to 50 ce. if it 
is a one per cent solution. Measure 2 cc. of the benzidine 
solution into each of two clean and dry test tubes graduated at 
25 ce. Then add 1 cc. of the standard hemoglobin solution to 
one tube and 1 ce. of the diluted blood solution to the other. 
Add 1 cc. of hydrogen peroxide to each and mix. After 15 
minutes make up to volume with 20 per cent acetic acid, stopper 
with a clean rubber stopper, mix and read in the colorimeter. The 
calculation is very simple. The reading of -the standard (at 20 
mm.) divided by the reading of the unknown, and the result 
multiplied by the percentage of the hemoglobin present in the 
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blood from which the stock standard was prepared gives the 
per cent of the hemoglobin in the unknown blood. 
The close agreement between the results obtained by the new 
_method and those obtained by the colorimetric methods is shown 
in Table I of the preceeding paper. 


REMARKS ON THE BENZIDINE REACTION. 


Under the conditions described above the maximum color of 
the peroxidase reaction is reached in about 25 minutes, the 
hemoglobin being all destroyed by the peroxide at the end of 
this time. Although the color continues to grow very gradually 
due to the oxidation of the benzidine by the peroxide alone, the 
effect of this oxidation on the relative color values is negligible 
if the solutions are not allowed to stand for more than half an 
hour. The readings taken at the end of 30, 20, 10 or even 5 
minutes are almost exactly proportional to the concentrations of 
the hemoglobin within limits corresponding to 1:2500 and 
1:10000 dilutions of normal blood containing 14 per cent of 
hemoglobin when the 1:5000 dilution is used as the standard 
(Table I). Within narrower limits usually adopted in colorimetry, 
that is, when the unknown and the standard are not more than 
30 per cent apart the readings are exactly proportional to the 
concentrations. We recommend a standing of 15 minutes, bec:use 
this seems to be a convenient duration of time to insure uniform 


TABLE I. 


Readings of color produced by the action of hydrogen peroxide 
and varying dilutions of blood on benzidine. 


Time 
Dilution 
5 mins 10 mins 20 mins 30 mins 

; 10.4 10 10 10.2 
2500 j ; 

il 
———— 20 20 20 20 
5000 

z 3Q \ 39.5 40.4 40.7 


10000 
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conditions of manipulation for a set of three or four determinations. 
The amounts of color produced by equivalent amounts. of 
oxyhemoglobin, methemoglobin, carboxyhemoglobin, and cyan- 
hemoglobin are the same. But a corresponding amount of 
hematin gives only about 70 per cent of the color given by the 
chromoproteins.* If to 1 ce. of 1:5000 blood solution a drop of 
vlacial acetic acid is added followed after a few minutes by the 
benzidine solution and hydrogen peroxide the color developed is 
only 70 per cent of that obtained when the acetic acid is not 
added or added after the benzidine solution has been added. 
The acetic acid has split off the hematin from the hemoglobin. 
Bat the blood solution may be mixed with the benzidine solution, 
which is 20 per cent in acetic acid, and allowed to stand for 10 
minutes or longer without any lIcss of activity. The benzidine 
exerts a protective action on the hemoglobin. This protection is 
afforded not through the reduction of the acidity by the kenzidine, 
for sodium acetate has no such protective action. In the light of 
the modern theory of enzyme action we would suggest as an 
explanation of this phenomenon that the hemoglobin (enzyme) 
combines with the benzidine (substrate). The following protocoll 
of an experiment with 1:5000 blood may be cited. 
(1) 1 ce. blood solution + 1} ce. benzidine + 1 drop acetic acid 
+ 1 ce. peroxide as standard set at 20 mm. 
(2) 1 ce. blood solution + 1 drop acetic acid, staxod 5 min. + 
1} cc. benzidine + 1 cc. peroxide reads 28. 
(3) 1 ce. blood solution + 13 cc. benzidine, stood 10 mins. + 
1 ce. peroxide reads 20. 
(4) 1 ce. blood solution + 2 drops 10 per cent sodium acetate 
+ 1} ce. benzidine + 1 drop acetic acid + 1 cc. peroxide 
reads 17. 
(5) 1 ce. blood solution + 2 drops 10 per cent sodium acetate 
+ 1 drop acetic acid, stood 5 mins. + 1} ce. benzidine 
+ 1 cc. peroxide reads 25. 


* See the preceeding paper. 
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It will be noted that the amount of the color is increased by 
the addition of sodium acetate, but the proportional loss of activity 
is just the same as when no acetate is added before the addition 
of acetic acid. 

“Owing to the ease with which the hemoglobin is attacked by 
the acid we have adopted a procedure of adding the blood solu- 
tion to benzidine and not the reverse. There is in this way at 
all times an excess of benzidine to combine with the hemoglobin 
and absolutely no loss of activity can occur. If the benzidine is 
added to the blood there may be at the first moment not enough 
benzidine to combine with the hemoglobin and yet sufficient 
acidity to split off some hematin. We have found indeed that 
when the benzidine solution is added to a row of several tubes 
each containing 1 ce. of the same dilute blood solution and then 
1 cc. of peroxide is added to each tube, the amounts of color 
developed in different tubes show at times a variation of 5 per 
cent or even more which cannot be explained in any way other 
than that suggested. When blood is added to the benzidine 
solution no such irregularity occurs. 

The amount of color developed depends not only on the con- 
centration of the hemoglobin but also on that of the benzidine. 
Other things being equal, the color is roughly proportional t» the 
concentration of the benzidine in the reaction mixture. With 1 ce. 
of blood solution, 1 ce. hydrogen peroxide and 1.6, 1.8, 2.0, 
2.2, 2.4, cc. of the benzidine solution the colorimetric readings 
are respectively 20, 18.7, 17.7, 16.7 and 16.1, using the first 
solution as the standard. Hence the benzidine solution should be 
measured with as much care as the blood solution. The amount 
of hydrogen peroxide has but little influence on the color. The 
color developed at the end of 20 minutes with 1  ).75 ce., 
and 0.5 ec. of peroxide are practically the same, wit) 0.25 ee. 
the color is 10 per cent too weak. 

By increasing the amount of the benzidine solution the 
amount of blood required for a- determination may be reduced to 
a fraction of that recommended in this paper. The color may be 
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further increased by using a hydrogen peroxide solution contain-- 
ing 5 per cent of sodium acetate. But as the amount of blood 
required is already so small nothing is gained by further reduc- 
tion especially as benzidine is not a cheap chemical. 

Owing to the high sensitiveness of the reagent and the exceed- 
ingly small amount of blood dealt with in the reaction, it is 
needless to say that all contaminations must be strictly excluded. 
We have found it convenient in our work to place aside a set of 
pipettes, flasks, graduated tube and rubber stoppers each of 
which is assigned a specific function and is not used for any 
other purpose. We also make our determinations always in 
duplicate, for only in this way can a slight contamination be 
discovered. 


SUMMARY. 


A method has been worked out for the determination of minute 
quantities of hemoglobin. 


STUDIES ON HEMOGLOBIN. 
IV. The Catalase Activity of Hemoglobin and Derivatives. 
By 
HSIEN WU 


(From the Laboratory of Physiological Chemistry, 
Peking Union Medical College, Pelcing) 


(Received for Publication, October 10, 1922) 


In the course of a study of the peroxidase activity of hemoglo- 
bin and hematin, it was observed that these substances have the 
power of decomposing hydrogen peroxide. This finding, together 
with the fact that the catalase of the blood is confined in the cor- 
puscles, ‘suggests the possibility that the blood catalase may be 
identical with the hemoglobin. However, that a true catalase is 
present in blood seems certain, since very active solutions of this 
enzyme containing no hemoglobin have been prepared from blood 
by a number of investigators. (Senter, 1903; Ville, 1903; 
Woltfel9it). 

That hemoglobin, already known to possess the properties of 
peroxidase and oxidase (McClendon, 1915), should behave also 
as a catalase is a matter of considerable theoretical interest. From 
the practical standpoint it is also important to know how much 
of the catalase activity of the blood as ordinarily determined is 
really due to hemoglobin, since the catalase content of the blood 
has been in recent years a subject of considerable investigation 
and speculation.t 

The catalase activity of the hemoglobin and its derivatives is 
doubtless due to the hematin group which they contain, and 
accordingly the results to be reported are based largely on obser- 


k | the preceeding paper. ; 
+See for instance the various papers ‘published by W.E. Burge in the Am, 


J. of Physiology and the Journal of Biol. Chemistry. 
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vations made on hematin. All the iron containing derivatives ot 
the hemoglobin show catalase activity, but the hematoporphyrin 
which contains no iron is inactive. It is thus certain that the 
iron is essential for the catalase as well as for the peroxidase 
activity of the hemoglobin. 

The interaction between hematin and hydrogen peroxide is an 
interesting subject for the study of chemical kinetics. Hematin 
decomposes hydrogen peroxide by catalysis, but hydrogen peroxide 
decomposes hematin by oxidation’ On mixing a solution of 
hematin with an excess of hydrogen peroxide, oxygen is evolved, 
but at the same time the color of the hematin is bleached. Both 
changes come to an end when all the hematin is destroyed. In 
the present paper only a few experiments will be reported bearing 
on the practical aspect of the above mentioned problem. The 
theoretical side of the problem is left for a future study. 

The catalase activity of hematin in acid or neutral solution is 
very slight. In blood catalase determinations carried out in a 
nearly neutral solution only a few per cent of the oxygen evolved 
is due to the action of hemoglobin. The activity increases, how- 
ever, with increasing alkalinity, reaching a maximum when the 
solution is about N/5 in sodium hydroxide. In such a solution 
1 mg. of hemin can give 57 ec. of oxygen in 5 minutes, and 1 
ec. of blood containing 14 per cent of hemoglobin would give 
about 300 cc. of oxygen in 5 minutes when the activity of the 
true catalase is excluded. 

The activity decreases again as the alkalinity is increased above 
N/5. It is interesting to point out that the optimum alkalinity for 
the decomposition of hydrogen peroxide by widely different kinds 
of catalysts such as amygdalin and colloidal platinum (Rideal and 
Taylor, 1919) is about the same as that for hematin. 


JEXPERIMENTAL. 
Method for the determination of catalase—The method u ed for 
the study of the catalase activity of hemoglobin and i. derivatives 
is based on the measurement of the amount of oxygen. evolved in 
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a definite period of time. We find that Clark’s hydrogen electrode 
vessel together with the shaking deyice is admirably suited for 
our purpose. ‘The arrangement is shown in Fig 1. Stopesck G 
is permanently closed. The mouth of the vessel is fitted with a 


Pig. 1. Clark’s hydrogen electrode vessel. arranged 


for catalase determinations, 
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rubber stopper carrying a bulb such as can be cut from a 95 ce. 
pipette. The bulb is connected by means of a rubber tubing to 
a, glass stopcock H. This is connected with the bent tube T over 
the end of which the gas measuring burette A is inverted. The 
tube T hangs on the edge of a large beaker which is filled with 
water to a level somewhat higher than the end of the bent tube. 
The arm D of the vessel is connected with the burette B which 
contains 8 per cent hydrogen peroxide. To make a determina- 
tion, the tip of burette A is connected with a rubber tube, stop- 
cock K is opened and water is sucked up to a convenient height. 
K is then closed. Burette B is filled with the hydrogen peroxide, 
stopcock L is opened and some peroxide is allow to flow into arm 
D and out from arm E through the three-way stopcock F. This 
is now turned clockwise so as to connect E and I, allowing the 
peroxide in E and in the passage of the stopcock to drain away. 
Stopcock F is now clcsed by turning it a little further clockwise. 
The solution to be tasted is measured into the vessel and the 
desired reagents are added. Blow out any water which may be 
in the bent tube T and close stopcock H. Now stopper the 
vessel, open H and take the reading on burette A. After taking 
the reading on burette B, stopcock F is turned so as to connect 
D and I and the desired amount of hydrogen peroxide is allowed 
to flow slowly into the vessel. F is then closed, the motor is 
started and the time noted. Reading on the burette A may be 
again taken before the shaking, although this is not necessary if 
the volume of the air contained in the passage of the stopcock F 
has been determined. This amounts to about 0.1 cc. in the 
vessel used in our experiments. Reading of the burette A is 
taken at the end of 5 minutes. After the experiment, stopcock 
H. is closed before removing the rubber stopper from the reaction 
vessel. The solution is allowed to flow out through E and the 
vessel is washed a few times with water. The apparatus is then 
ready for another experiment. 

Optimum reaction for the decomposition of hydrogen peroxide 
by hematin.-100 mg. of hemin prepared by Willsttiter’s 
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method* were dissolved in 10 ec. of es sodium carbonate and 


hd 


diluted to 100 ce. 1 ce. of the resulting solution thus contained 1 me. 
hemin. A weaker solution was prepared by diluting 10 ce. of this 


~ 


solution with = sodium carbonate to 100 ec. 1 ec. of the solution 


containing 0.1 mg. hemin was measured into the reaction vessel and 
1 ce. of sodium hydroxide solution of definite concentration was 
-added. The solution was mixed by a momentary closing of the 
motor circuit. The vessel was then stoppered, 4 ce. of hydrogen 
peroxide were admitted and the amount of oxygen evolved in 5 
minutes was determined as described. As hydrogen peroxide is 
decomposed quite appreciably in alkaline solutions, a blank deter- 
mination was also made immediately after the experiment, using 


1 ce. of - sodium carbonate instead of the hemin solution. The 


result of a typical series of experiments is shown in Table I and 
Fie. 2. 

It will be noted that the decomposition of hydrogen peroxide 
under the influence of hematin proceeds most rapidly in a solution 
containing 1 cc. of 4.5 per cent sodium hydroxide in 6 ce. of 
solution. Neglecting the acidity of the peroxide solution which 
was found to be less than 0.01 N and the alkalinity of hemin 


solution which is = in sodium carbonate, the optimum alkalinity 


is thus about 0.187 N sodium hydroxide. 

As the hemoglobin is split into globin and hematin in strong 
alkaline solution the amount of hydrogen peroxide which the 
hemoglobin in 1 ce of blood is able to decompose in a solution 
of optimum alkalinity is considerable. Assuming that blood 
contains 14 per cent of hemoglobin, then 1 ce. of blood is 
1400" <= 


=5.5 hemin, since hemin contains 25.5 
= 0.0 mg. 1emin, simee Hemim contains ov. 


equivalent to a 
40.0 


times as much Te as does hemoglobin. The amount of oxygen 


* Sec Plimmer’s Practical Organic and Biochemistry, London, 1929, 495. 
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ee. Oxygen evolved in 5 minutes. 


Concentration of NaOH in per cent multiplied by 6. 


Fig. 2. Decomposition of hydrogen peroxide 
by hematin in different NaOH solutions. 


TABLE I. 


Decompcsition of hydrogen peroxide at 30°C by 0.1 mg, hemin 
in NaOH solutions. 


Conc. of NaOH Oxygen evolved iw 5 minutes. 
Per cent x6 Normal Hemip Blank Difference 
0.5 0.021 2.4 ce. 0.8 cc. 16ce. 

il 0.042 35 0.9 26 

2 0.083 5.2 1.0 4.2 

3 0.125 6.2 1.3 4.9 

4 0.167 Ze! 14 BT 
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Cone. of NaOH Oxygen evolved in 5 minutes, 
Per cent x6 Normal Hemin Blank Difference 
————— 
5 0.208 7.2 1.6 5.6 
6 0.250 | 7.2 18 5.4 
7 0 292 (Gi 1.9 5,2 
8 0.334 6.5 2.0 4.5 
9 0.375 6.4 2.0 4,4. 
10 0.416 6.3 2.2 41 


which 1 cc. of blood may cause to evolve ig “8 x5.7=314 ce. 


in 5 mins. 


6 


ec. Oxygen evolved. 


o AF IEOG 8) LO F22 TEVA OO O20 22-24 2EN 28% 30 


Time in minutes. 
Fig. 3. Rate of decomposition of hydrogen peroxide by hematin. 
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TABLE II. 


Decomposition of Hydrogen peroxide: by hemin. 


Oxygen evolved in the interval 


ar Hervain Blank Difference Total 
2 mins. 4.3 ce. 1.0 ce. 3.3 cc, 3.3 ce. 
4 2.0 05 15 4.8 
6 13 0.5 0.8 5.6 
8 pet 0.5 0.6 6.2 
10 1.0 0.5 0.5 67 
12 0.8 0.5 0.3 7.0 
14 0.8 0.5 0.3 7.3 
22 23 2.0 0.3 7.6 
20 2.0 2.0 0 7.6 


Effect of hydrogen peroxide on hemin. It has been observed 
that the evolution of oxygen from hydrogen peroxide by the 
action of hemin comes to a standstill in a short time. In solu- 
tions of sufficient alkalinity small amounts of oxygen continue to 
be evolved for a long time, but it was shown that this oxygen is 
no more than the blank. Table II and Fig 3 show the course 
of the reaction when 1 ce. (=0.1 mg.) of hemin was mixed with 
1 ce. of 4.5 per cent NaOH and 4 cc. of 3 per ceut hydrogen 
peroxide. 

It will be noted that the reaction comes to an end in about 
20 minutes when all the hematin is destroyed. On acidifying the 
reaction mixture ferric ion was detected with sulphocyanate. 

Catalase activity of hematin in neutral solution—One drop of 
molal phosphate mixture was added to 1 cc. of hemin’ solution 
containing 1 mg. per ce. and the catalase activity determined as 
described. 2.6 cc. of oxygen were evolved in 5 minutes at 30°C. 
There was no blank. The amount of oxygen evolved was ap- 
proximately proportional to the amount of hemin used. 0.5 me. 
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and 2.0 mg. of h2min giving respectively 1.1 cc. and 5.8 cc. of 
oxygen. But the concentration of hyrdogen peroxide has only a 
slight effect. If instead of 4 cc. of peroxide 1, 2 and 3 ce. only 
.vere used the amount of oxygen evolved with 1 mg. heimin were 
respectively 2.2 cc. 2.4 cc. and 2.5 ce. 

If the hemoglobin has the same activity as an equivalent 
amount of the hematin, 1 cc. of blood containing 14 per cent 
hemoglobin would give 14.5 ce. of oxygen in 5 minutes. As a 
matter of fact the hemoglobin is not as active as the hematin 
as the following experiment shows. 

Catalase activity of hemoglobin in neutral solution—b50 ce. of 
five-times washed sheep corpuscles were laked with 150 ce. of 
water. 50 cc. of 5 per cent alumina cream were added and the 
mixture after thorough shaking was centrifuged. About 50 ec. of 
the supernatant liquid was put aside (a). The remainder was 
treated again with 50 ce. alumina cream. After shaking and 
centrifuging about 50 ec. of the supernatant liquid was put aside 
(b). The remainder was treated again with alumina cream, 
shaken and centrifuged and the supernatant liquid decanted off (ce). 

The hemoglobin solutions thus prepared contained no true 
catalase. It had been removed by the aluminium hydroxide. 
Solution (a) contained 5.14 per cent hemoglobin and gave 1.2 ce. 
oxygen in 5 minutes. The reaction mixture was buffered by 1 
drop of phosphate mixture. Solution (b) and (ce) contained 3.6 
and 1.7 per cent hemoglobin and gave 0.8 and 0.3 cc. oxygen 
rospoctively. The fact that the amounts of oxygen evolved were 
roughly proportional to the amounts of hemeglobin showed that 
the true catalase was completely removed by one treatment with 
alumina cream. 

1 ce. of blood containing 14 per cent hemoglobin would thus 
give only about 3.3 ee. of oxygen in 5 minutes. We have found 
on the average that 0.01 ec. of whole blood gives about 2 ce. of 
oxygen in 5 minutes. One ee. of blood would give 200 ce. The 
error due to hemoglobin in blood catalase determinations is thus 


seen to be less than 2 per cent. 
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Ontalase activity of carboxyhemoglobin and methemoglobin wn 
neutral solutions.—A. few ec. of the 5.14 per cent pure hemoglobin 
solution used in the above experiment were saturated with coal 
gas. The resulting carboxyhemoglobin solution was tested for 
catalase activity. 1 cc. of the solution give 1.2 ce. of oxygen in 
5 minutes. The activity of carboxyhemoglobin is thus equal to 
that of the oxyhemoglobin. 

4 ce. of the 5.14 per cent hemoglobin solution were mixed 
with 1 cc. of 4 per cent potassium ferricyanide. The mixture 
was allowed to stand for a few minutes, and after thorough shak- 
ing to facilitate the escape of oxygen its catalase activity was 
tested. 1 ce. of the solution gave 1.4-ec. oxygen in 5 minutes. 


Since the methemoglobin solution -contained only - as much 


hemoglobin as the original solution, only about 1 cc. of oxygen 
should be evolved if the activity of the methemoglobin were 
equal to that of the oxyhemoglobin. As ferricyanide was found 
to be inactive it must be concluded that the methemoglobin is 
more active than the oxyhemoglobin. 

Hyperiment showing that hematoporphyrin has no catalase activity. 
—About 10 mg. of hemin were dissolved in 10 cc. concentrated 
sulphuric acid. About 0.25 gram of sodium bromide was added 
and the mixtur2 was placed in boiling water for 2 minutes. Af- 
ter cooling the mixture was poured into~70 cc. of water. The 
precipitate was filtered, washed, and redissolved in 5 ce. of 10 
per cent sodium hydroxide. ‘Lhe alkaline hematoporphyrin solution 
was diluted with so much water that its color approximated that 
of an alkaline hematin solution containing 0.1 mg. hemin per ce. 
lec. of the hematoporphyrin solution was measured into the vessel, 
lec. of 4.5 per cent sodium hydroxide added and the catalase ac- 
tivity determined as described above. In 5 minutes the amount 
of oxygen evolved was 1.4 cc. which was equal to the blank. 


SumManry. 


Tt has been shown that the hemoglobin and its iron containing 


> 
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derivatives show catalase activity. 
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(Received for publication, October 11, 1922.) 


INTRODUCTORY. 


In our recent work on the liver autolysis, we postulated a 
hypothesis of the mode of sction of proteolytic enzymes. The 
protease or peptase must first unite with the non-dissociated protein 
molecule before its hydrolytic action begins and in this case the 
oppositely charged polyvalent ions, giving their electric charge to 
the molecular protein, permit the action of the enzyme to take 
place easily. In order to prove this hypothesis we made the 
following experiments with the pure enzyme and substrate. As 
enzyme the small stomach juice of a dog, which we operated upon 
with the kind assistance of Dr. K. Nagai, was used, while as a 
substrate the ovalbumin solution was selected, which after repeat- 
ed recrystallization and dialysation was proved to be entirely free 
from any trace of sulphate. 


PRELIMINARY EXPERIMENTS ON THE SEPARATION OF THE OVALBUMIN 
FROM PROTEOSE AND PEPTONE, AND ON THE INHIBITION OF 
PEPSIC ACTION WITH TRICHLOR ACETIC ACID. 


As a preliminary experiment we examined the best amount of 
10% trichlor acetic acid for the complete precipitation of the 
unacted ovalbumin, leaving the proteose and peptone entirely in 
solution. For the purpose, ovalbumin and_ proteose solution, 


each in 1%, was prepared. 
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The proteose and peptone was prepared as follows: We digested the 
ovalbumin solution with small stomach juice of a dog, and after neutralisation it 
was boiled in a water bath to remove the acid albumin. ‘The protein was then 
precipitated from this filtrate by boiling it in a slight acid reaction. Then 
we separated the proteose from peptone by saturating with ammonium sulphate. 
The proteose thus obtained was washed repeatedly with the saturated solution of 
ammonium sulphate until the wash-water indicated no biuret reaction. 


As shown in table I and II the ovalbumin was precipit.ted 
completely with the addition of 1.0 cc. of the acid to 10 cc. of the 
solution, and the proteose was not precipitated until 2.0 cc. of the 
reagent was added, while peptone was not precipitated by the 
addition of trichlor acetic acid. Thus we have determined that 
the addition of 1-1.5 ce. of the trichlor acetic acid precipitates the 
ovalbumin perfectly from its 19 solution and that no proteose and 
peptone is precipitated. 


TABLE IL. 
Ovalbumin solution. Trichlor acetic acid. Biuret reaction of 
(196) (10% the filtrate. 
10.U ec. 0.25 ec. at 
- (OOS as ics 
=a OR raes = 
2 aks ae 
- PAG) eee = 
Zs Bl) a = 
Lh ig 
FA 50) ay Se 
TABLE MII. 
ae ae 3 = Eee 
Lien a ee ee 
10.0 1.0 _ Se Seas 
D ab = Ets et 
” 2.0 + ++ 
” 3.0 + ++ 
” 40 Joe8 ere 
” 5.0 “+ Pee oe 
3 10.0 +++ 5 
» 29.0 eee xe 
” 20.0 (2996 ++ ah 


Contribution to the Studies on Pepsic digestion. 209 


We examined then the inhibitive concentration of the trichlor 
acetic acid on pepsin in the fibrin digestion. As shown in table 
IU, no fibrin was digested when lec. of 1% acid was added to 
10 ce. of the digest. 


TABLE III. 


Observed after standing the samples for an hour in an incubator at 38°C. 


Distilled water. Small stomach 109% trichlor acetic Au maoeatioe 
ce. juice. ce. acid. cc. ate ; 

10.0 0 1.0 _ 

x 0 5 _ 

* 0 2.0 — 

9.0 1.0 0 Sstacin 

¥ 1.0 1.0 a: 

1.0 1.5 _ 

1.0 20 ~ 


Judging from this result, we added in the following experi- 
ments 1.5 ¢c. of trichlor acetic acid to 10 cc. of the digest to 
precipitate the ovalbumin and to inhibit the further digestion. 


INFLUENCE OF SALTS ON THE PEPSIC DIGESTION. 


The influence of salts on the pepsic digestion was reported by 
Ch. Pons (1907), who saw that sodium sulphate, magnesium 
sulphate and saccharose accelerated and potassium chloride, am- 
monium chloride, potassium iodide, sodium biearbonate, sodium 
acetate, sodium borate and Witte’s peptone inhibited the pepsic 
digestion, while sodium chloride showed no influence and often 
accelerated the action. In these experiments Pons used Metts 
method with the Gliblev’s pepsin and crystallized ovalbumin. 
Fr. Kriger (1909) found that chloride, bromide, iodide and 
nitrate of sodium, potassiuin, ammonium, ealeium and magnesiuin 
inhibited the pepsie digestion, and that salts with the same anion, 
when equivalent amounts were taken, inhibited the pepsie diges- 
tion exactly to the same extent, independently of the nature of 
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cation. Pincussohn (1908) found no accelerating action of many 
colloids on the pepsic digestion and announced that there is a 
foundamental differenee between pepsin and autolytic enzymes as 
the action of the autolytic enzymes was accelerated through 
colloids according to Ascoli and Izar’s investigation. 

In our experiments the influence of cations of sodium, potassium, 
magnesium, barium, calcium and aluminium in their chloride form 
were examined, while the influence of the anions was tested with 
sodium sulphate, citrate and ferrocyanide. The method employed 
was as follows: 

To each of the series of test tubes, containing 7.0 cc. of 19% 
ovalbumin solution (29 ovalbumin solution was diluted with the 
same amount of ca. 19 hydrochloric acid) and 2.0 cc. of salt 
solution of the various concentrations, was added 1.0 cc. of small 
stomach juice, and the solution was shaken carefully in order 
thoroughly to mix it. These samples were digested in an 
incubator at 38°C. They were then shaken once an hour during 
the digestion. After definite intervals of time 1.5cc. of 10% 
trichlor acetic acid was added to each sample and mixed thoroughly. 
After standing over-night, each was filtered into a 25.0 ce. 
measuring flask and the coagulum was washed repeatedly with 
hot distilled water. The non-coagulable nitrogen (nitrogen not 
precipitated by trichlor acetic acid) was determined by Folin’s 
method and the hydrogen ion concentration by the indicator 
method. As shown in tables (IV—XTIT) and Figs. (1-9), sodium 
chloride and potassium chloride had no influence and magnesium 
chloride, barium chloride, calcium chloride and aluminium chloride 
inhibited the digestion. When, however, the salt concentration 
was increased, the acceleration was recognized, probably due to 
an increase of the hydrogen ion concentration. On the other 
hand sodium sulphate, citrate and ferrocyanide accelerated the 
digestion quite obviously. 
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TABLE, LV. (See ign 1): 
Sodium chloride. 


Total nitrogen of the samples is 11.92 mg. 


Concentration Digested Non-coagulable-N. 

of NaCl Pu. duration Tuaieaset GS aa 
in mol. in hours. meg. total” 

0 3.6 0 1.23 0 

0 P 6 8.06 57.3 
1/20480 Pac % 3 ; 
1/10240 P: 05 " is 
1/5129 _ +5 FF : 
1/2560 o 5 i Pm 
1/1280 x 9% - s 
1/640 s 55 5 ; 
1/320 53 33 i 
1/160 5 a a4 ” 
1/89 3.9 9% 8.41 60.2 
1/49 3.4 4 9.10 66.1 
1/20 3.3 10.50 17.9 
1/10 3.2 ' 9.28 67.6 
1/5 3.1 » » ” 
2/5 3.0 + 8.40 60.2 
4/5 5 * 5.25 33.8 


In 4/5 and 2/5 mol-concentration precipitation appeared. 


TABLE VY. (See Fig. 2). 
Potassium. chloride. 


Total-N of the samples was 11.92 mg. 


Concentration Digested Non-coagulable-N. 


of KCl Pu. duration Increased % to 
in mol. in hours. még. total-N. 

0 36 0 1.23 0 

v A 6 911 66.1 
1/20480 - : » 9 
1/10240 ae 2 % » 
1/5129 : - ” > 


1/2569 ” »” ” ” 
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Concentration 


Digested Non-coagulable-N. 
of KCI in Pu. GUS 2 Increased % 10 

mol. in hours. mg. totale 
1/1280 3.6 6 9.11 66.1 
1/640 * - 3 e 
1/320 =p = % 
1/160 Fr 5 35 os 
1/80 3.5 B 928 67.6 
1/40 3.4 oy) 9.81 72.0 
1/29 3.3 ee 10.51 WED 
1/10 3.2 10.33 76.4 
1/5 3.1 . 9.11 66.1 
2/5 o & 8.23 58.8 


In 1/5 and 2/5 mol-concentration precipitation appeared. 


TABLE VL 


Magnesium chloride. 


(See Fig. 3). 


Total-N of the sample was 13.52 mg. 


Concentration 
of MgCl, in 
mo J, 


0 
0 
1, 20480 
1/10240 
1/512) 
1/2560 
1/1280 
1/640 
1/320 
1/160 
1/80 
1/40 
1/20 
1/10 
1/5 


In 1/5 mol-concentration precipitation appeared, 


” 


Digested 
duration 
in hours, 


” 


Non-coagulable-N. 


Increased % to 


total-N. i 
goo 0 
8.76 40.2 
8.41 37.6 
8.06 35.0 
i 32.3 
8.06 35.0 
O11 42.8 
9.81 47.9 
10.16 50.5 
11.03 56.0 
17.21 58.3 
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TABLE VII. (See Fig. 4). 
Barium chloride. 


Total-N of the samples was 11.98 mg. 


Concentration Digested Non-coagulable-N, 
of poe in Pu. duration Taercasedt OF te 
moi, in hours. mg. totale 
0 3.5 0 228 0 
0 _ 4 11.21 74.6 
1/20480 a a ¥ 
1/10240 _ id a Ps 
1/5120 5 es 11.03 73.1 
1/2560 _ " 10.16 65.8 
1/1280 a ia 40.51 68.7 
1/640 . . 10.68 702 
1/320 * ae 11.03 73.1 
1/160 . a i 59 
1/80 3.4 . 10.51 68.7 
1/40 3.3 5 10.16 65.8 
1/20 3.2 a 8.76 54.1 
1/10 3.1 a 841 51.2 
1/5 3.0 6s 7.36 42.4 


In 1/5 mol precipitution and in 1/10 mol turbidity appeared. 


TABLE VIII. (See Fig. 5). 
Caleium chloride. 


‘Total-N of the samples was 13.80 mg, 


Concentration Digested Non-coagulable-N. 
of CaCl, in | Tu. Repeal : TiGhe wean? OIT 
mol. in hours. mg. totaLN. 
0 3.7 0 36776 | 0 
0 is 6 8.0558 31.3 
1/20480 ‘ * % 
1/10240) . a (BEY: 26.7 
1/5120 io * Es 5 
1/2560 a A 7.5304 27.9 
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iGontsatration Digested | Non-coagulable-N. 
of CaCl, in Pu, duration Increased % to 
mol. in hours. mg. totaleN, 
1/1289 3.7 6 7.53 27.9 
1/649 “i ss s se 
1/320 - 3 T71 29.2 
1/160 3.6 Hs 8.40 343 
1/80 3.5 : 8.93 38.1 
1/49 3.4 3 9.98 45,7 
1/29 Be sf 10.85 52.0 
1/10 3.2 Ae 33 ”» 
1/5 . 3 5 
In 1/5 mol precipitation appeared. 
TABLE IX. (See Fig. 6). 
Aluminium chloride. 
Total-N of the samples was 11.98 mg. 
ee Digested Non-coagulable-N. 
0 sae in Pu. oe ane ee to 
0 3.1 0 1.58 0 
0 = 6 10.68 76.0 
1/20480 sn = = aS 
110240 a Bs i a 
1/5120 es EY mS 
1/2560 < Fe ¥ es 
1/1280 S » ” ” 
1/640 _ ts at 
1/320 is - ~ r 
1/160 » ” 10.33 73.1 
1/80 3.0 * 10.68 76.0 
1/49 2.9 2 11.21 80.4 
1/20 2.6 * 10.68 76.0 
1/10 2.4 : 10.33 73.1 
1/5 2.3 n 9.63 67.3 


In 1/10 and 1/5 mol concentration precipitation appeared. 
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TABLE X. (See Fig. 7). 
Sodium sulphate. 


Total-N of the samples was 17.16 mg. 


Concent ration Digested Non-coagulible-N, 
of Na,SO, in PH, duration = Thcrensdan waar 
mol. in hours. meg. SS GUS 
total-N. 
0 3.8 0) 4.20 0 
0 ” 2 D.78 5 4 
1/20480 es _ A 
1/10249 a Pe 
1/5129 s oe 630 12.3 
1/2560 ” ” 6.65 14,3 
1/1280 + £ 7.01 16.3 
1,640 ¥ sd ” 
1/320 “ ” » ; 
1/169 ” 2 ” ae 
1/20 ” ” ” 
1,40 es , 6.48 133 
1/20 a Zs 5.78 92 
1/10 a Ee 5.43 Mca 
In 1/10 mol. concentration precipitation, in 1/29 mol. turbidity appeared. 
DABEE, SE (Ste Big. 8). 
Sodinm citrate. 
Total-N of the samples was 11,54 mg. 
Concentration Digested Non-coagulable-N. 
of Na,-citrate Pa duration ae Tucreased 96 to 
in mol. in hours. ing. iOEALN. 
7 0 ; 3.5 0 1.23 0 
0 - 6 9.46 65.0 
1/29480 7 zs 931 67.0 
1/10249 a 9S1 68.0 
/ ”? 
1/5129 > ‘ % > ” 
1/2560 ‘s 5 9.28 64.3 
1/1280 3.6 “py $8.41 573 


ee 
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Conczentration Digested Non-coagulable-N. 


of Na-citrate Pu. duration Increased % to 
in mol. in hours. ming. totaly. 
1/640 iit 6 8.23 55.9 
1/320 3.9 os 6.35 40.5 
1/160 4() 7 3.68 19.6 
1/80 | 4,1 % egies 4.1 
1/40 4.5 Ps 1.40 14 
1/29 yi Fe 1.58 2.8 
1/10 58 ae 6.13 BOL 


In 1/10-1/160 mol concentration precipitation appeared. 


TABLE XII (See Fig. 9). 
Sodium ferrocyanide. 


Total-N of the samples was 11.42 mg, 


Concent ration | Digested Non-coagulablk-N. 
SEEN | Ti AP ae me a 
| S total-N. 

0 3.6 0 0.70 0 
0 y 6 439 32.3 
1/29480 5 * 5.08 38.3 
1/1624.) 3 re 5.95 46.0 
1/5120 re 6.83 53.7 
1/2560 3 c 8.23 66.0 
1/1280 5 8.06 64.4 
1/640 e a 4.90 36.8 
1/320 ¥ 3 3.85 27.6 
1/160 - = 2,27 13.8 
1/30 3 59 2.10 12.3 

1/40 % | 0.70 0 

129 3.8 ¥ sp ” 

1,10 = 3 ” ” 


When Na,Fe(CX), was oxydised with Folin’s method (NH). SO, was formed. 
so I corrected the value of the non-coagulable-N with the estimation of the control. 

In 1/10-1/40 and 1/1280 mol concentration precipitation, in 1/89-1/640 mol 
turbidity appeared. 
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From these experiments we are permitted to insist that the 
action of pepsin may be accelerated by the addition of the salt 
with the polyvalent anion. This is probably due to the adsorp- 
tion of the latter by the undissociated protein molecule giving rise 
to its negative electric charge, while the addition of the salt with 
polyvalent cation inhibits the combination of the enzyme and the 
protein molecule, the latter being charged by the adsorption of a 
polyvalent cation just as are pepsin ions. 


THE INFLUENCE OF THE HYDROGEN ION CONCENTRATION ON 
THE PEPSIC DIGESTION. 

On the optimal reaction of pepsic digestion there are alrevly 
many reports recorded by many authors. Sorensen (1909) was 
the first to study it and found in 1/2-1 hour’s digestion of oval- 
bumin solution about Pu=1.64 the best and in 12 hours’ or 
longer digestion Pu=1.22. Michaelis and Davidsohn (1910) 
found in the case of pepsic digestion of casein for 10-15 minutes 
Pu=1.82 as the optimum concentration. Michaelis and Men- 
derssohn (1914) again found the value Pu=1.4 using edestin, 
and the concentration between Pa=1.7 and 1.1 was shown to have 
nearly the same effect on the pepsic digestion. S. Okada 
(1916) found with egg-albumin that Pa=1.4 was optimal and 
that there was no considerable difference in the activity between 
Po=124 and 1.77. And Y. Hosaka (1921) found that Pa= 
1.84-1.54 with the Merk’s preparation and 1.73-1.59 with his 
preparation from mucose membrane of a dog was optimum. 

As in all of those experiments only the commercial preparation 
of pepsin was used it seemed to me worthy of reexamining the 
relation with the pure samples of pepsin obtained from the small 
stomach juice of a dog as follows: 

Each of a set of test tubes containing 5.0 ce. of 2% ovalbumin 
solution, the same volume of HCl-NaCl-mixture of varying con- 
centration (each mixture contained NaCl in 1/10 normal) and 
2.0 ce. of stomach juice, which was neutralized with n/5 NaOH- 
solution, was digested 6 hours in an incubator at 38°C. Controls 
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were made with the stomach juice, which was, inactivated in a 
water bath at 100°C. for half an hour. From these experiments 
it was found out that no acid hydrolysis occurred (examined by 
the increase of the nitrogen not precipitated by trichlor acetic 
acid) even after a lapse of 6 hours at 38°C. The hydrogen ion 
coneentration of the samples was determined electrometrically 
before and after the digestion, and there was only a negligible 
difierence observed between them. 

The results are shown in table XIII and Fig. 10. The 
optimum point for the action of pure pepsin lies at about Pxa=1.5, 
and between Pa=1.15 and 1.64 there is no considerable difference. 


TABLE XII. (See Fig. 10). 
Total-N of the sample was 13.24 mg. 


; Increase of non-coagulable nitrogen. 
Bee — 
mg. per cent. 

1.15 9.11 68.9 
1.04 | 9.28 70.2 
2.93 | 8.58 64.9 
2.72 4.73 35.8 
292 3.70 28.1 
3.85) alae) 13.3 
4.68 1.05 8.0 
5.33 0.70 5.4 
hh S55 0.70 5.4 
6.35 0.53 4.1 
G.I 0.47 3.6 
6.92 | 034. 26 
Thi | 0.27 O41 
G3 0.18 aly: 
Aud ae 0) 
Gok 1) 0 


Sext we have followed the tine digestiog in the various 
hydrogen ion coucentations between Pu=0.99 and 3.68 at 38°C., 
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as shown in Table XIV and Fig. 11. 


TABLE XIY. 


From these results the 
dissociations-rest curve was obtained, which is shown in F ig. 12, 
and this agrees roughly with that of Michaelis. 


(See Fig. 11). 


Total-N of the samples was 16.95 mg, 


Pu. 


0.99 
1.17 
1.66 
1.84 
2.06 
2.32 
2.77 
2.81 
2.99 
3.13 
3.22 
359 
3.68 


Increase per cent of non-coagulable-N. 


hours. 
1/2 1 2 3 4 6 8 10 12 24 
24.8 | 33.1 | 43.4} 48.6] 50.6 | 57.7 | 52.7] 52.7 | 53.7 | 53.7 
25:8 | 37.2'| 47.5 | 51.7 | 58.7 1 55.8 | 57.9 | 58.9 | 589 | 61.0 
25.8 | 37.2 | 47.5 | 52.7] 548] 57.9] 59.9 | 61.0] 63.0 | 61.0 
23.8 | 34.1 | 44.4) 49.6 | 53.7 | 55.8] 568] 579] 59.9 | 59.9 
22.7 | 33.1) 43.4] 48.6] 50.6 | 53.7} 55.8] 57.9 | 57.9 | 538.5 
227 | 32.0 | 42.4 | 47.5 | 49.6 | 51.2) 53.7 | 547] 55.8 | 59.9 
20.7 | 26.9 | 33.1 | 39.2 | 41.3 | 42.4 | 434 | 45.5 | 465 | 486 
16.5 | 19.7 | 24.8} 31.0 | 32.0] 362] 382] 382) 40.3] 444 
11.4 | 13.4] 15.5 | 165 | 17.6 | 21.7 | 24.8 | 25.8] 268] 33.2 
Oa LOS | Lea | aa bale 15.58 PAG 207 | 2a 23:8ulease 
hei |) SOS | ee) aE | Sy yt aisylay |) ca leeisy I aEHey |) Slept) epAyy 
DSeedOsah Was) eederaae oa Ae | et O0 ed 6:0n |e LGoujeel Oro 
7.2 | 9.3} 10.3 | 11.4] 124) 124) 145 | 15.5 | 165 |) 16.5 


PEPSIC DIGESTION. 


THE INFLUENCE OF THE TEMPERATURE ON THE 


We have examined the influence of the temperature on pepsin, 
examining at 20°, 30°, 40° and 50°C. in the optimal hydrogen 
ion concentration as follows : 

Each test tube, which contained 10.0 ce. of the acid albumin 
solution consisting of the mixture of 2 per cent ovalbumin solution 
and the same volume of n/10 HCl, and 1.0 ce. of small stomach 
juice, was put in an incubator at a definite temperature. The 
value of Pa was 1.49-1.55 boafore and after 24 hours’ diges- 
tion respectively, so that the difference of the acidity during the 
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digestion was quite negligible. Controls were made with the 
inactivated stomach juice (by heating), giving the confirmation 
that there was no increase of the nitrogen not precipitable by 
trichlor acetic acid after leaving the samples at 50°C. for 24 hours. 
As shown in Table XV and Fig. 13, up to 40°C. the rate of 
digestion is increased parallel to the rise of the temperature. 
At 50°C., however, the extent of the digestion became smaller 
again and pepsin is almost inactivated at 50°C. after 6 hours. 
The optimal temperature of pepsin seems to lie at about 40°C. 

Hosaka (1921) found. 38°-48°C. as optimum and its action 
was retarded after 1-2 hours at 58°C. 


TABLE XV. (See:Fig. 12). 


Total-N of the samples was 24.27 mg. 


Increased per cent of non-coagulable-N. 


Duration 
in 
hours at 20°C. at 30°C. at 40°C. at 50°C. 

1/2 43 16.6 25.3 18.8 
1 M2 24.5 33.9 28.9 
a 15.2 32.6 48.4 42.8 
3 21.7 38.3 57.0 51.2 
4 26.7 46.4 621 60.6 
6 34.6 56.3 68.6 64.0 
8 42 4 62.2 LEN 65.8 

10 49.1 67.6 78.7 66.4 

12 52.9 70.7 78.8 67.1 

24 61.3 78.7 81.6 79.0 

SUMMARY. 


1. The pepsic digestion is accelerated by the addition of 
polyvalent anion, while it is inhibited by the addition of polyvalent 
cation. 


2. The optimum hydrogen ion concentration for the action of 
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pepsin is about Pa=1.5, and between Py=1.15 and 1.64 there 
is no considerable difference in the activity. 

3. The optimum temperature for the action of pepsin is about 
40°C, and the pepsin is almost inactivated at 50°C. after 6 hours’ 


I acknowledge a debt of gratitude to Prof. S. Kakiuchi who 
ave me advice throughout the course of this investigation. 
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THE EFFECT OF VARIOUS SALTS ON TRYPSIC 
AND EREPSIC ACTIVITY. 


By 
KAZUO NAGAT. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, Toleyo 
Imperial University, Toleyo. Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, October 11, 1922.) 


It was pointed out by Michaelis and his co-workers in thei 
studies on the influences of hydrogen ion concentration on the 
enzyme action, that the enzyme acts either as cation or as anio 
or as undissociated molecules. According to their opinion pepsin 
acts as cation, while trypsin and erepsin are active in the form 
of anion. The action of pepsin is most effective when the acidity 
of the medium is about Pa=1.5, whereas trypsin and ¢repsin act 
best at the hydrogen ion concentration more alkaline than PH=8. 
As will be easily seen, at the favorable acidity for pépsin the 
protein is present as its salt with acid, whereas protein combines 
with alkali when the acidity of the medium is the best either for 
trypsin or for erepsin. In the former case protein is present as 
cation, while in the latter it exists as anion, together with some 
undissociated molecules. If we assume that the enzyme first: 
combines with the substrate before exerting its action, which is 
the most probable assumption, this combination may occur much 
more easily between wndissociated protein molecules and enzyme 
ions than between the latter and protein-ions, 23 the protein-ions, 
which have the same electric charge as that of enzyme ions, will 
encounter some difficulty in combining with similarly charged 
enzyme. 

If these deductions are correct, the addition of some salt with 
polyvalent ion to the system will help the combination of protein 
with enzyme and so promote the proteolytic action, when the 
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polyvalent ion is charged oppositely to protein ion and enzyme 
ion. The addition of salts with polyvalent anion will accordingly 
accelerate the action of pepsin, while that of salts with polyvalent 
cation will render some favorable effect upon the erepsic digestion. 

A study of the effect of electrolytes on the enzymic proteolyse 
from this point of view will be worth pursuing. One part—the 
influence of electrolytes on the pepsic activity—-was studied by 
Dr. Shima and conclusive evidence for the above mentioned 
hypothesis for this part was deduced. The other part—the study 
of the effect of electrolytes on the action of erepsin and trypsin— 
was studied by the author of this paper. The results of his study 
will be reported here in simplified form. 


ENZYMES AND SUBSTRATES USED. 


Enzyme solution and substrates used in these experiments were 
prepared in the following manner. 

Trypsin. A pancreas fistula was prepared on a dog of about 
12 ke. weight by the method of Pawlow. From three weeks 
after the operation a clear pancreatic juice, which flowed out at 
from 30 minutes to 2 hours after each meal time, was obtained 
and filtered. When gathered together the clear alkaline solution 
obtamed amounted to over a litre. A part of this solution was 
used for other purposes and the rest was preserved in an ice chest. 
Kiven after a lapse of 2 months the solution was quite active and 
its activity remained constant throughout this experiment. A 
certain quantity of pancreatic solution for daily use was put into 
a test tube and there was added an amount of enterokinase solu- 
tion equal to one fifth of its volume. After half an hour the 
mixture was ready for the experiment. 

Enterokinase. A solution of enterokinase was obtained by the 
usual method from the upper part of the intestine of a healthy 
dog. The solution itself showed no action either on casein or on 
peptone solution. 


Erepsin. A Thirty-Vella’s fistula was prepared on a healthy 
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dog of about the same size as the pancreas fistula doe. The 
filtered solution obtained from this fistula was quite turbid and 
sufficiently active. 
~ Casein. The casein used in this experiment was prepared 
according to the method of Van Slyke (1913) and its ash amount- 
ed to only 0.079%. 

Clupein sulphate. Clapein sulphate was prepared by the method 
of Kossel. The nitrogen content was found t> be 25.3%, which 
corresponds to the theoretical value. 


METHOD OF EXPERIMENT. 


1. Experiment with trypsin. 

The activity of trypsin solution was measured by the increase 
in amount of amino-nitrogen by the method of Van Slyke (1912), 
using casein as a substrate. The influence of the presence of 
electrolytes was studied in this system. The description of the 
method in brief is as follows. 

One per cent solution of casein was obtained by dissolving 1 
gm. of casein into 100 cc. of a hundredth normal sodium hydroxide 
solution. To the mixture of 4.3 cc. of this solution and 6.6 ce. of 
either salt solution or water, a varying amount of dilute sclution 
of acetic acid or sodium hydroxide was added to obtain a certain 
grade of acidity, and upon addition of 0.04 ce. of the active enzyme 
solution, the whole volume was filled with water to 5ecc. The 
mixed solution was then put into a thermostat at 38°C. for an 
hour, using a drop of toluine as an antiseptic. Upon addition of 
1.25 ce. of 10% solution of trichloracetic acid the protein unacted 
upon was precipitated and filtered off. Two ce. of the filtrate was 
used for the determination of amino-nitrogen. The value of amino- 
nitrogen content for 2 cc. of the original digest was then calculated 
out and expressed as the number of cubic centimetres in the table. 

2. Experiment with Evepsin. 

4 ce. of 19% solution of clupein sulphate was added to 0.5 ce. 
either of salt solution or of water. The mixture was brought «> 
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a certain point of acidity by the addition of an adequate amount 
of dilute acetic acid or of dilute sodium hydroxide, and upon 
addition of 0.25 ec. of intestinal fluid and a drop of toluene as an 
antiseptic the whole volume was filled with water to 5cc. The 
mixture was put into an incubator at 38°C. for 48 hours. The 
determination of amino-nitrogen content was made just the same 
as in the case of trypsic digestion. 


JtESULTS. 
1. Optimal acidity for trypsie action. 
The activity of trypsin was examined at varying hydrogen ion 
concentrations of the medium. The result obtained is shown in 


the following table (Table I). 


TABLE IL. 


Pu 10 8.8 85 8.2 eo) 7.6 6.0 


Amino-N. (cc.) 0.485 0.516 0 536 0.598 0.536 0.511 0.441 


As is seen in this table the optimal acidity for trypsin lies 
at Po=8.2, casein being used as a substrate. In all of the fol- 
lowing experiments for trypsic digestion, therefore, the acidity 
of the medium was maintained at PH=8.2, unless otherwise 
stated. 

2. Influence of acetate upon the digestibility of sodium cas- 
einate. 

Since acetic acid was added to the system to obtain a certain 
weidity of the medium, I proceeded next to examine the influence 
of the presence of acetic ion on the trypsic digestion. For this 
purpose sodium acetate was added to the above system at 
the concentration of N/10, N/20 and N/40. There was, how- 
eyer, no difference obseryed, as’ shown in the following table 
(Table IT.) 
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ao 
TABLE II. 
- iihal concentra onion aan | "N/40 N20 | “N10 


We may be permitted, therefore, to use acetic acid to reach a 
desired point of acidity of the medium. 

3. Effect of sodium chloride and potassium chloride. 

The effect of sodium chloride and potassium chloride was 


examined at various concentrations, but with a negative result, 
as the following table shows. 


TABLE IL. 


Final concentration Amino-N (ce.) 
of salts. 


0 0.570 0.547 
N/160 
N/40 
N/10 
N/5 


4, Effect of chloride of polyvalent cation. 
The result of the experiment of effect of salt with polyvalent 
cation is summarized as follows. 


TABLE IY. 
Effect of CaCl,, MgCl, and BaCl,. 


Final concentration Amino-N (cc.) 

Obese CaCl, MgCl, BaCl, 
0 0.556 0.556 0.553 

N/640 ” 99 + 

7/320 a 0.531 

N/160 0.534 0.544 0.487 

N/80 0.445 0.522 0.332 

N/40 0.312 0444 = 
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Effect of AICl,. 


Final concentration 


erent Amino-N (cc.) 
0 0.549 
N/51200 ” 
N/23600 Hs 
N/12800 0.527 
K/6490 0.515 
N/3200 0.461 


It is clearly sbown that the addition of salt with polyvalent 
cation has no effect on trypsic digestion at the lower concentration, 
while it retards the digestion markedly at a higher concentration. 
This is especially so when the valency of polyvalent cation is 
higher. Aluminium chloride retards the digestion even at the 


concentration of 1/1280) normal, whereas CaCl, begins to affect 
only at 1/160 normality. 

5. Liffect of salt with polyvalent anion. 

Lfect of sodium sulphate and potassium ferrocyanide is shown 
in the following table. 


TABLE VY. 
Effect of Na,SO,. 


Final concentrution 


of salt. Amino-N (ce.) 
0 0.566 
W320 - 
N/169 e 
N/89 0.599 
N/4) 0.588 
N20 0.566 
N/10 0.534 


LS) 
isu) 
Cr 


Salts on Trypsic and Erepsic Activity.. 


Iiffect of K,Fe(CN),. 


Final Sant aie Amiuo-N (cc.) 
~ 0 0.558 
N/3200 ” 
N/1600 ” 
N/800 0.580 
N/400 0.603 
N/200 0.569 
N/100 0.536 
N/50 0.513 


Thus in the lower concentration these salts exert no influence, 
and when the concentration reaches a certain point they begin to 
accelerate the digestion, while at a still higher concentration re- 
tardation is observed. The effect is much more pronounced when 
the valency of the anion is higher. 

6. Effect of salt at the hydrogen ton concentration other than 
optimal acidity. 

In this section the acidity of the medium was chosen as 
Pa=10, 8.2 and 6, by the addition of acid or alkali as already men- 
tioned above. Calcium chloride and sodium sulphate were used as 
representatives of the salt either with polyvalent cation or with 
polyvalent anion. The result is tabulated as follows, where the 
effect of the addition of salt is expressed in percentage in com- 


parison with the case without salt. 


TABLE VI. 
Effect of CaCl, at 1/320 normality. 


Pu | 10 8.2 6 


Percentage of 
acceleration (+) +4.54 99 09% —4,99 95 
or retardation (—) 
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Effect of Na,SO, at 1/80 normality. 


Pu | 10 | ae 6 


Percentage of | 
acceleration (+) +4 54% 7.67% +16.20% 
or retardation (—) 


7. Consideration of the effect of salts on trypsic action. 

From the foregoing facts it seems to be reasonable to deduce 
the following conclusions. 

1. The effect of electrolytes on trypsic digestion resembles 
that on pepsic action. 

2. The influence of salts at the different acidities can hardly 
be explained by assuming that the trypsin only acts as anion. 

8. .It might well be asked whether the theory that trypsin 
consists only of a kind of enzyme is really tenable. 


8. Optimal acidity for ereptic action. 

The activity of erepsin was examined at varying hydrogen ion 
concentrations of the medium. The result of the experiment is 
summarized in the following table. 


TABLE VIL 
Pa 8.6 | 8.3 8.0 77 7.5 
Amino-N (ce.) 0.517 | 0.561 0.604 0.582 0.539 


As the table shows, erepsin acts most effectively at PH=8.0, 
clupein sulphate being used as a substrate. I have examined, 
therefore, the influence of the presence of CaCl, or Na,SO, on 
proteolytic activity at this’ point. 

9. Effect of CaCl, and Na,SO, on erepsic action. 

CaCl, or Na,SO, were added to the digesting mixture of optimal 
acidity at the concentration of both N/40 and N/80. The effect 
is tabulated as follows. 
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TABLE VIII. 


Final concentration Amino-N (cc.) 


of salts CaCl, Na,SO, 
0 0.605 0.605 
N/80 0.647 0.667 
N/40 0.712 0.691 


The result shows us that both kinds of salt either with 
polyvalent cation or with polyvalent anion accelerate the erepsic 
action; and this indicates that the salt may influence the erepsic 
action by having its effect partly on the substrate and partly on 
the enzyme. 


SUMMARY. 


1. The effect of salts on trypsic action casts some doubt on 
the unique nature of trypsin. 

2. Salts may influence both the substrate and enzyme in the 
erepsic action. 
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ON THE DIFFERENCE BETWEEN THE ADSORPTIVE 
POWERS OF CHARCOAL FROM COMMON 
AND GLUTINOUS STARCH. 


By 


TETSUTARO TADOKORO awn YUKIHIKO NAKAMURA. 


(From the Institute of Agricultural Chemistry, Hokkaido Imperial 
University, Sapporo.) 


(Received for publication, October 23, 1922.) 


There are many reports with much information on the different 
colloid-chemical properties of the various starches. But here we 
have no space to deal with reports of all the investigations which 
are not important for our study. It is well known that there are 
two different kinds of starch of the same origin, called common 
and glutinous starch and we find both kinds of starch in rice, 
millet and italian millet. -The typical difference between the kinds 
of starch is the iodine color reaction ic. the common starch shows 
a blue color while the glutinous is red or purple. ‘To explain 
this phenomenon Tanaka (1907) concluded that red coloration of 
the latter is due to a characteristic property of the starch itself 
and not to some content of amylopectin, erythrodextrine or special 
albuminoids. But this explanation is not complete, because he 
was not able to account for the fact that glutinous starch gives 
a red color, while common starch gives blue. Of course, there 
are many kinds of starch which vary somewhat in their properties ; 
for instance, sago, tapioca and cassava starch yield more glutinous 
sol than the others. But this glutinous character was not explained 
from the standpoint of chemical composition and physical structure. 

When we consider the iodine color reaction of starch we must 
pay attention to the following reports of different authors. Con- 
cerning the'starch iodide, Padoa and Savare (1906) and Harrison 
(1913) confirmed Mylius theory and concluded that, as it 1s an 
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addition product, the change of colors is due to a physical modifica- 
tion of the particles of iodine starch. Lange (1919) stated that 
starch iodine is an adsorption compound and is influenced by 
temperature. The decoloration of iodine starch solution by 
chemicals and by the action of light was observed by Clementi 
(1915) and Bordier (1916). We observed the difference between 
the adsorption power of iodine of common and glutinous starch 
and also the difference in their affinity i.e. the iodine adsorption 
power of glutinous starch is weaker than that of common starch 
and the color of the iodine starch solution of the former was 
easily decolorised by X-rays. Further we observed differences 
between their viscosity, hydration-, water retention- and protective 
power against the coagulation of gold colloid solution. These 
results will be reported in the near future. Here we will explain 
the reason of our investigation on charcoal of starch. Chaney 
(1919) and Dewar (1919) explained that the activity of charcoal 
was a function of the heat treatment, and also that the active 
modification of carbon is characterised by a high adsorptive 
capacity which is caused by the cracking degree of the Cm Hn in 
definite decomposition temperature. If we accept Dewar’s supposi- 
tion and graphical formula of the charcoal molecule, as shown in 
Fig. 1, then this gives a fundamental molecule containing a large 

number of latent valencies available for 


. - chemical or physical action; and _ this 
c=c structure may have something to do with 
2 yl sae 
CeO. ¢—>»C . the general adsorptive power of charcoal. 
K OX po eo ate 
Xe Ce y From these suppositions, we undertook 
a Pet the following experiment to determine 


the difference between the activity of 
charcoal of common and_ glutinous 
starch. ; 

As Chaney (1919), Winter and Baker (1920) and Philip, 
Dunnil and Workman (1920) recognized that the activity of 
charcoal was a function of the heat treatment it has received, that 
is temperature of formation and duration of heating affected to a 
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great degree of the adsorptive capacity of charcoal. We carbonized 
the samples used throughout this investigation wnder the same 
condition in the following electrie furnace. 
The furnace was made by the authors. A porous pot was 

in a nichrome wire coil which was covered by an asbestos plate 
for the purpose of decreasing radiation of heat. A janction of a 
constantan wire and a copper wire was placed in the pot and the 
other junction was kept in a cold cell, the whole being connected 
to a millivolt-meter. The temperature of the furnace was measured 
by the millivoltage of the thermo-current that passed the copper 
and constantan wire circuit. 


PREPARATION OF STARCHES. 


The materials used for preparing the samples were as follows :-— 

(a) White rice (common and glutinous) produced in Etchu. 

(b) Millet (common and glutinous) produced in Hokkaido. 

(ce) Italian millet (common and glutinous) produced in Hokkaido. 
In the ease of (a), though the common rice ‘vas unmixed with 
glutinous rice, the glutinous rice vas mixed w.'h two grains of 
common rice in 100 grains, which were separated carefully from 
the former. On the contrary, in th? case of (b) and (c), no 
mixture could be found. ‘The preparation method of starch was 
carried out mainly according to Johne’s method as follows :— 

The materials were washed well with distilled water till no 
more opaque, and placed upon sieves to drain, alter which they 
were ground to flour with mill stones. 

The flour was then sifted with a 2 mm sieve; the coars>r 
particles which remained in the sieve were reground. The process 
was repeated until the whole was sifted. The flour thus obtained 
was treated in a strong beaker of about 2 liter with three times 
0.39 NaOH solution. The mixture was stirred well and allowed 
to macerate for about 7 hours; at the end of this time, the upper 
liquor was siphoned off, the precipitate remaining at the botton. 
The process was continued till no reaction of protein to millon’s 
reagent and also no biuret reaction eould be observed in the starch. 
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The precipitate was washed with three times with cold water 
and allowed to stand for 7 hours. The treatment was continued 
till no alkaline reaction to phenolphtalein could be observed in 
the starch. The precipitate at the bottom was strained through 
fine silk into the water in a large porcelain dish and the suspended 
‘solution thus obtained was transferred into a large strong beaker 
and allowed to settle for about 7 hours when a deposit of three 
distinct layers was formed, the middle layer of which consisted of 
pure starch. Then the middle layer was suspended in water, 
filtered by a Buchner’s funnel by suction washed well with water, 
and finally, with 959% alcohol and ether and dried below 50°C. 
The degree of purification of starches were as follows :— 

(1) The starch obtained was entirely white. 

(2) The water suspensions of starch as well as starch paste 
were neutral to the litmus paper as well as to phenolphtalein 
solution. 

(3) The contents of water, and ash of starch were also deter- 
mined with the following results. 


TABLE I 
a | Common | Glutinous | Common Glutinous | Common Glutinous ~ 
rice rice millet millet {Italian millet/Italian millet 
Moisture | 10.52% | 12760% | 10.89% | 10.19% 6.79 7.0% 
Ash 0.289% a = ust 0.15% 0.07% 
Pant A. 


In each case, 15 samples, measured in a hard glass tube were 
heated at 460°C for 2 hours and at the end of the time cooled 
and kept in a dessicatory. The charcoal obtained was rubbed into 
fine powder and sifted with a sieve of 0.6 mm. The amounts of 
charcoals obtained from above samples varied greatly, but generally 
it was noticed that the yield from starch was 2-3 times higher 
than from common starch. 0.2 gr. the charcoal was shaken with 
40 ce. iodine potassium iodide solution of N/10, N/25, N/50, N/75, 
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N/100, N/150 and N/200 respectively for 30 mins. at room tem- 
perature, then the mixture was transferred to a centrifuge tube and 
centrifused for 10 mins. 20 ce of the clear liquid were then 
titrated with N/10 or N/100 Na,S,O, solution till the yellow color 
of the solution had vanished according to the normality of iodine 
potassium iodide solution used. The exponent 1/n of Freundlich’s 
adsorption formula x/m=k.C% or log.k+1/n log.C —log.X/m=O 
was calculated applying the method of least squares as the following 
one example shows. 


TABLE II 
_ Total amount es of ag a 
of Tinto | wpateoned | ooter | tos 0 | tog Hu 
Decry 2 mgm. X/M 
N/10 153.60 220.09 33.51 2.34260 1.52510 
N/25 101,48 71.04 30.44 1.85150 1.48344 
N/50 50.74 30.45 20.29 1.48350 1.30737 
N/109 25.36 10.28 15.08 1.01185 1.17852 
N/150 16.53 6.03 10.59 0.78001 1.02127 
N/200 12.68 2.54 10.14 0.40433 1.09617 


The experimental equations are, 
log.k +1/n(2.34260)—1.52510 =0 
log.k + 1/n(1.85150)—1.48344==0 
log.k +1/n(1.48350) —1.30737 =0 
log.k +1/n(1.20368) — 1.23238 =0 
log.k + 1/n(1.01186) —1.17852=0 
log.k +1/n(0.78901) —1.02127 =0 
log.k +k/: (0.40433) —1.00617 =0 


The normal equations are, 


7 log.k+1/n(9.07648)—8 75425 =0 
9.07648 log.k4+1)n(14.3661)— 12.148=0 1/n=0.3068 
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TABLE II 


The charcoal of rice starch 


Common rice starch Glutinous rice starch 
| I II II NV) NE VI NaLE 
| C | x/m C |x/m| C |x/m x/m| C |x/m| C |x/m} C |x/m 
218.78/34.82)218.19/35.41)218.19)35 41) 227 .07/25.53/219.46 34.14/227.07 25.53/201.07/52.53 
72.31/29,17| 71.04/30.44| 68.5032.98) 76.11'25.37| 72 31)29.17| 78.65/22.83| 60.89)40.59 
26.64)24.10} 25.37\25.37) 25.37,25.37)) 34.25)16.49| 29.18),21.56) 31.71/19.03) 24.10/25.54. 
13.45}19.61| 11.79)21.26) 11.67|21.37|| 19.41/13.65} 15.10/17.96| 17.44/15.61} 9.64/24.41 
N/100| 7.87|17.49) 5.71)19.65) 4. £4 20.92 12.69)12.87| 8.12)17.24) 10.59/14.76| 5.2020.16 
N/150|) — | — | 1.90/14.63) 2.41/14.17 10.05) — | —] 5.71/11.46} — | — 
N/200) — | ~| — | —] 0.95)11.72 7.49] — | —| 3.17) 9-51) — | — 
1/n | 0.1892 0.1663 0.1776 0.2564 0 2210 0.2676 0.2660 
The charcoal of millet starch. 
Common millet |Glutinous millet| Common [alain | Glutinous Italian 
C x/m C C x/m C x/m 
N/10 =| 220.10 33.50 | 20297 50.63 | 204.24 49.36 | 213.11 39.51 
N/25 71.04 30.44 63.43 67.24 34.24 63.24 63.43 
N/50 30.45 20.29 21.56 29,17 24.10 26.64 26.01 24.73 
N/75 15.98 WO’ Due 23.29 23.19 19.86 12.69 20.37 
N/100 10.28 | 15.08 — CESS | Ties es |) alr 
N/150 6.02 | 1050; — 336 | 13.16 4.06 | 12.47 
N/200 2.54 ees es — aa 1.90 10.78 
| 
—— 
1/n 0.3068 0.3547 0.3181 0.3648 
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The values of 1/n of glutinous starches which indicate the 
tangent of the linear adsorption curve are greater than those of 
common starches in every case i. e. when the starch was from 
the rice or millet or italian millet. So the authors can say that 
the absorptive capacity of glutinous starch charcoal is always 
superior to that of common starch charcoal. 


Parr B. 


Many authors such as Richter (1911), Matheus (1912), Richter 
& Richter (1912), Zelniczek (1913), Tokunag. (1918), Hayashi 
and Emura (1918) and Munford (1919) had proposed the addi- 
tion of impregnating substances to obtain a carbon of high absorp- 
tive capacity. The glutinous rice starch was tested in this respect 
for finding the effect of impregnating substances. To 15 om. 
starch, 75 cc. of the solution of the following salts or organic 
substances were poured aud carefully mixed. From time to time, 
the mixture was stirred very well and at the end of 4 hours it 
was filtered by means of Buelimer’s funnel. The starch thus 
obtained was then carbonized in the apparatus of the preceding 
paragraph under the same conditions. The adsorption was 
observed in the same way as described before. 


TABLE IV. 


Salts or organic Concent ration 


No vee aes ee | No | matter used. of solntion : 
1 KCL 0.39% Ds. Oyels 0.30% 
3 Ca (NO,), 03% | 4 Tannin 3.00 
5 Tannin 7.09% | 6 I-_hkI Dy) 
7 I-KI x0 dtC 8 Fe pte 8 
9 te 26t N/100 
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TABLE Va. 


I II | iil IV Wa 


C x/m Cc x/m Cc x/m Cc x/m. Cc x/m 


| 
| 


N/10 | 227.71] 2599) 228.36 | 25.24] 213.11] 39.59 | 216.93 | 36.68 | 232.17] 21.43 
N/25 8).06| 20.93} 78.65} 2283| 65.97| 35.51] 71.67) 2).81| 81.19} 29.29 
N/50 :616| 14.58] 33.62] 17.12] 23.47] 27.27] 29.18} 21.56] 32.98] 17.76 
N/75 Wee, | 14.25} 2049} 12.57] 12.81) 20.24) 17.89) 15.17) 24.04} 13.02 
N/100 | 12.95) 12.41} 1237|1299| 7.48) 17.88} 12.31] 13.06] 13.03] 12.23 


N/150 | 669| 9.93| 6.86] 968; — | — 5.52/ 11.01] 6.43] 10.10 
N/200:'| 4.57] 81n)> 481) Sa7t Gap 3.04} 9.64] 3.81] 8.87 
| 
1/n 0.3503 0.3521 0.2373 0.2532 0.2825 
TABLE Vb. 
BOR VI VIL VII 1X 
expt. 
C x/m Cc x/m C x/m Cc x/m. 
N/1O | 21693] 3668 | 21693] 3668 | 21439] 39.21 | 23217] 2143 
N/25 68.59 | 3288 | 69.77] 3171 | 69.77] 31.71 | 83.09] 1839 
N/50 21.10 | 26.64 | 29285.| 2789 | 25.37! 2537 | 35.52] 15.22 
N/75 11.67 | 21.38 8.75 | 243) | 11.67] 2138 | 19.41] 13.65 
N/100 5.20 | 20.16 3.68 | 21.68 os _ 12.81 | 12.55 
N/150 152) 15017) = = 2.54 | 1399 5.91 | 10.62 
N/200 0597) “IOa7 NY ae ees = = 3.68 | 9.09 
1/n 0.1892 0.1289 0.2:)99 0.2551 


Taking these results into consideration, the authors ean say 
generally that (1) KCl and CaCl, have the effects of increasing 
the adsorptive capacity of starch charcoal, (2) Ca(NO,), and 
tannin have no great effect upon it, (3) iodine potassium iodide 
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solution rather decreases the adscrptive and (4) iodine potassium 
iodide solution inclines to decrease the adsorptive capacity accord- 
ing as the concentration of the solution increases, i. e. the more 

_ concentrate the solution, the greater the effect upon the adsorptive 
capacity. 


Part C. 


By the above experimental results, we could observe the 
difference between the activity of charcoal of common and glu- 
tinous starches which is caused by the cracking degree of the Cm 
Hn in combustion. Next we intended to examine the property 
of the charcoal of both kinds of starch gels. 20 grs. starch were 
mixed with 1 liter of hot water to obtain as tarch solution; the 
mixture was then warmed carefully to homogenise and the starch 
solutions were cooled to room temperature. One part of both 
kinds of starch solutions was kept at a constant temperature of 
18°C and 10 ce. of each solution were used to determine the 
change of surface tension with Nouy’s apparatus (1919) after 
addition of different quantities of 59§ tannin solution and we ob- 
tained the following difference between common and _ glutinous 
starch. 

TABLE VlIa 


Quantities of 


tannin sul. ae ’ a ' 
added 10ce of 0.5ec.| 1.0 ce.| 1.5ee.| 2.0 cc.| 2.5¢c.| 3.0cc.| 3.50c.| 4.0 cc.} 4.5 ec. | 5.0 cc. 


starch sol. 


Decrease of The common starch solution 
surface : 
Dynesiiom | 40 | 55 | 80 11.9] 130] 15.0) 16.9} 180 100 | 19.0 
od | Z 
The glutinous starch solution 
jt SS ee) 12.0 130 | 130 | 135 | 13.0 | 13.5 125 | 18.5 | 19.0 


Next we took 1000 ce. of 19% starch solution and added 5% 
tannin solution until the starch was precipitated and observed 
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the following difference. The formation of starch gel by tannin 
tock place- with the separation of the water phase from the 


hydrosol. 
TABLE YLIb. 
‘ Sarl we of samples. jee cook ae ee of filtrate % of filtrate 
Common ........ 10 gm. 16L9 ce 1325 cc 82.8 
Glutinous ...... .-10 gm. 1850 cc 1640 ce 88.6 


On the gel-formation of starch solution, the glutinous starch 
discarded a greater quantity of water than common rice starch. 
Aiter several hours’ standing, the upper clear solution was decant- 
ed and the precipitates of starch gel were filtered. The starch 
gel was then carbonized in the same way as described before. 
The adsorption of the charcoal was also observed in the same 
way as in the case of starch charcoal. 


TABLE Vic. 
The charcoal of starch gel. 


No of Common rice starch gel. Glutinous rice starch gel. 
a. I Ir 1 IV 
Cc x/m. Cc x/m. Cc x/m C x/m. 

N/10 229.63 | 23.97 | 218.19 | 35.41 = — 228.99 | 24.60 
N/25 81.12 | 20.2: 74.75 | 26.74 74.85 | 26.64 79.92 | 21.56 
8/50 31.89 | 15.86 30.45 | 20.30 28.67 | 22.07 34.25 | 16.49 
N/T 21.57 | 1149 17.00 | 16.06 17.81 | 15.25 20,87 | 12.19 
4/100 14.67 | 10.69 10.66 | 14.70 11.43 | 13.92 13.63 | 11.69 
N/150 7.87 8.66 4.92) 11.61 6.00 | 10.53 731 9.22 
N/200 4.99 7.69 2.49 | 10.19 2.54] 1014 3.54 9.14 


1/n 0.2977 0.2996 0.3802 0.3593 
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The adsorptive capacities were increased distinctly in each 
starch charcoal, while there is still the relation that the common 
starch gel charcoal is inferior to the glutinous starch charcoal in 
the respect of adsorptive capacity a3 was seen in the preceeding 
paragraph. 


SUMMARY 


From the aboye experimental results, we can summarize the 
following conclusions :— 

(1) The adsorptive capacity of glutinous starch charcoal is 
always superior to that of common starch charcoal. 

(2) The adsorptive capacity of glutinous stiweh gel is superior 
to that of common starch gel charcoal. 

(3) When glutinous starch solution is coigulated by tannin 
solution, it need3 greater quantity of tannin than common starch 
solution and in this case, the glutinous starch precipitates discardel 
a greater quautity of filtrats than common starch. By adding 
tannin solution, the surface tansion of starch s lution is decreased 
gradually with common starch and makes a sudden change with 
glutinous stweh solution. 
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UBER DIE BILDUNG DER ANTHRANILSAURE AUS 
. L-TRYPTOPHAN DURCH SUBTILISBAKTERIEN. 


Von 
TAKAOKT SASAKI 
(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1922 ) 


In der friheren Mitteilung (Sasaki u. Ozuka, 1921) haben 
wir berichtet, dass ]-Tryptophan durch Proteusbakterien in die 
linksdrehende Indolmilchsiure umgewandelt wird. Um nach der 
Analogie des Phiainomens bei |-Tyrosin (Sasaki 1916-17), dl- 
Phenylalanin (Amatsu u. Tsudji 1917-18) und 1-Leucin 
(Arai, 1921) die optische Antipode der JIndolmilchsiiure zu ge- 
winnen, habe ich ceteris paritus \-Tryptophan der Einwirkung 
der Subtilisbakterien ausgesetzt. Meine Befangenheit in einer von 
mir gefundenen Tatsache, namlich, dass Indolmilchsiure von einer 
basischen Kupferacetatlosung gefallt und hierdurch die Isolierung 
derselben aus Gemizchen wesentlich erleichtert wird, hat mich 
diesmal in die Lage gebracht, einer grossen Schwierigkeit zu 
begegnen. Anfangs glaubte ich eine leicht zersetzliche Substanz 
in der Hand zu haben. Bald stellte es sich aber heraus, dass es 
sich dabei um ein Gemenge einer verhiiltnismassig stabilen 
Substanz mit einer leicht sich verharzenden handelt. Wiederholt 
angestellte Versuche zeigten immer dieselben Resultate. Schliess- 
lich konnte ich nur einige Centigramme einheitliche Substanz im 
analysenreinen Zustande erhalten. .Fraulein Dr. Ch. Kuroda 
hatte die Liebenswirdigkeit, fir mich die Substanz nach einer 
yon ihr modifizierten, mikroelementalanalytischen Methode zu analy- 
sicren. Zu meiner Uberraschung stimmte die Substanz mit 
Anthranilsiure nicht nur in bezug auf Analysenzallen, sondern auch 
bei der Identifizierung mittelst der Mischprobe uberein. Fur ihre 
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Freundlichkeit erlaube ich mir, ihr an dieser Stelle meinen besten 
Dank zu sagen. 

- Nach dieser Erkenntnis erneuerte ich den Versuch, indem ich 
die Kupferfillung nicht mit basischem Kupferacetat, sondern zuerst 
ipfersulfat, welches sich bekanntlich zur Darstellung der 

ilsiiure gut bewahrt, bewerkstelligte. Dadurch konnte ich 
die Anthranilsiiure in gentgender Menge isolieren nnd weiter 
sxakt charakterisieren und identifizieren. In der Mutterlauge 
blieb eine durch basisches Kupferacetat fallbare Substanz. Sie 
war zu wenig, um sie zu isolieren und ausserdem leicht zersetzlich, 
so dass ich vorlaufig auf ihre Darstellung verzichten musste. 

Die Anthranilsiure ist bis heute nicht als ein bakterielles 
Zersetzungsprodukt bekannt. Dieser biologische Abbaumodus des 
1-Tryptophans ist ganz eigentumlich und neu. 

Dass das \|-Tryptophan sich im tierischen Organismus in 
Kynurensaure, y-Oxychinolin-e-carbonséure, umwandelt, ist be- 
kannt. Ihre Entstehungsweise ist noch nicht ganz aufgeklart. 
Die von Ellinger, dem Entdecker dieses hochst wichtigen 
Uberganges, theoretisch erdachte Formulierung ist immerhin dem 
Gedanken niichstliegend. Indolbrenztraubensiure als eine Ab- 
baustufe der Umwandlung ist zwar experimentell wahrscheinlich 
gemacht (Ellinger und Matsuoka 1920; Matsuoka und 
Takemura, 1922). Fur den weiteren schwierigen Teil der 

berlegung haben wir leider bis heute keinen experimentellen 
Beweis. Die Entdeckung der Anthranilsiure als eine biologische, 
wenn auch bakterielle, Abbaustufe des Tryptophans rackt uns 
noch eine andere theoretische Uberlegung nahe. Die Ringschlie- 


ssung infolge der Kondensation von Anthranilsdiure resp. ihrem 
Aldehyd, o-Amidobenzaldehyd mit Brenztraubenséure in Statu 
nascendi, etwa nach Art der Friedlinderschen Chinolinderivat- 
Syuthese ist auch theoretisch nicht ganz von der Hand zu weisen. 
Allerdings mus; die Annahme experimentell noch weiter ergrundet 
werden. Jedenfalls ist sie nicht weit entfernt von der Ellinger 
und Matsuoka’schen Hypothese. Vielmehr gibt die Tatsache 
der Umwanllung des Tryptophans in Anthranilsiure ihrer Vermu- 
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tung, die o-Amivobenzoylbrenztraubensiure sei eine Abbaustation, 
eine gewisse experimentelle Stiitze. 

Die glykosurietische und sonstige giftige Wirkung (Schimmel 
& Co. 1903) der Anthranilsaure ist so schwach, dass sie in 
‘pathologisch-physiologischer Hinsicht kaum in Betracht kommt. 

Phytochemisch ist die Beziehung der Anthranilsiure zu Tryp- 
tophan insofern int2ressant, als ihr Methylester eine wichtige Rolle 
bei der Aromabildung der Orangeblume spielt (Schimmel & 
Co. 1903). 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Die Versuchsanordnung war gleich der in der friheren Mittei- 
lung (Sasaki u. Otsuka, 1921) angegebenen. Nur wurde anstatt 
des Uranylphosphat3 dieselbe Menge Aluminiumphosphat ver- 
wendet, da uns inzwischen bekannt wurde, dass das letztere Salz 
sich fur die Gewinnung der w-Oxysaure am besten bewahrt. Da- 
bei wurden 6 Kolben mit je 2 ¢ 1-Tryptophan, mithin 12 g zum 
Versuche angestellt. Die Verweildauer im Brutschrank war 40 
Tage, wobei die Endreaktion des Gemisches ganz schwach lackmus- 
alkalisch und die Bromreaktion des Tryptophans noch spurenweise 
nachweisbar blieb. Die ganze Menge wurde unter Zusatz von 
Alkohol im Vakuum abdestilliert. Der Ruckstand wurde mit 
Alkohol erschop‘end bis zum Verschwinden der Glyoxylsadure-Re- 
aktion extrahiert. Der alkoholische TIxtrakt wurde von neuem 
unter vermindertem Druck abdestilliert. Die wasserige L5sung 
des Ruckstandes wurde unter Zusatz von Tierkohle geschuttelt 
und filtriert. Das Filtrat wurde sodann nach starkem Ansiiuren 
mit Phosphorsiure sofort mit Ather geschiittelt. Aus dem Ather- 
extrakt wurde der Siureanteil durch das Schitteln mit N/2 Na- 
tronlauge getrennt. Der stark gefiirbte alkalische Auszug wurde 
nach der Neutralisation mit verdinnter Schwefelsiure von neuem 
kalt mit wenig Tierkohle behandelt und filtriert. Das Filtrat 
wurde nunmehr mit einer gesittigten Kupfersulfatlosung  gefallt 
und abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen. Der Kupfernie- 
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dc.schlag wurde in viel Wasser aufgeschwemmt und durch den 
Schwefelwasserstoff entkupfert, schliesslich nach dem Entfernen des 
Schwefelwasserstoffes mittelsi des Kumagawa-Suto-schen Flus- 
sigkeitsextraktors mit Ather extrahiert. 

Nach Abdampfen des getrockneten Atherextraktes schieden 
fast farblose Krystalle aus. Die Ausbeute betrug 0,63 g. Die 
Substanz schmolz bei 144—145°C. 

Zur Analyse wurde die Substanz noch einmal aus _ heissem 
Wasser umkrystallisiet und im Vakuum bei 60°C uber Phosphor- 


siiureanhydrid getrocknet ; 


0,1060 g Subst. 0,2366 CO, 0,0514 H,O 
0,114) g Subst. 10,3 ceom N (24°, 746 mm) 
G7 HOON Ber. Gef. 
Cc 61,28 69,88 
H 5,16 5,42 
Ni 10,22 10,24 


Die Mischprobe mit synthetischer Anthranilsiure zeigte keine 
Schmelzpunktdepression. 

Aus dem Filtrat der Kup‘erfiillung konnte ich keine definier- 
bare Substanz isolieren. 
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ON LETHAL TEMPERATURE OF KOJI-DIASTASE IN 
AQUATIC SOLUTION AND THE RECOVERY 
OF ITS ACTION AFTER HEATING. 


By 
d 
KOJI MIYAKE:anp MITSUJI ITO. 
(From the Laboratory of Agricultural Chemistry of the Hokkaido Imperial University.) 


(Received for publication, October 30, 1922.) 


There have been many investigations on the saccarification 
caused by diastatic enzyme. ‘The first research ou this problem 
was made by Kirchhoff (1815) who found that saccharification 
oceurred while making malt from barley, but the first real scient- 
ific study of the enzyme was made by Payen and Persoz (1833) 
who named it diastase. Many subsequent investigations by others 
have made great contributions to this subject. 

One of the most interesting problems on diastatic properties is 
that a boiled enzyme solution is not always considered to be an 
inactive enzyme, as has been proved by some investigators. The 
most important researches on this point were made by M. J. 
Gramenitzki (1910-1913). He made several experiments with 
Takadiastase, and came to the conclusion that the saccarifying 
power of the boiled diastase solution recovers with the lapse of 
time if we keep it at a temperature below 40°C, and that at still 
lower temperatures it becomes more energetic. 

Tn the course of some experiments relative t» the enzymatic 
nature of various kinds of Koji®, we have observed that the 
diastatic quality of Koji-extract was not destroyed by boiling the 
extract. The saccharificatioa caused by Koji-diastase has been fully 
investigated already by Korschelt, Atkinson, and many others. 
Its lethal temperature was described by T. Takahashi to be 
80-83°C. Yagi and Okumura also proved that Koji-diastase was 


1). Koji is a steamed grain which is infected with axpc pyillus oryred. 


bo 
Cr 
o> 
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killed by heating for 25 minutes at 70°C. If these are the true 
temperatures for Koji-diastase in various cases, then our result 
mentioned above will not be observed. The lethal temperature of 
Koji-diastase, therefore, will be different according t» the method 
of Koji-manufacture and the medium in which Koji-diastase acts. 
Moreover, with respect to Koji-diastase nothing, up to the present 
time, has been reported on the ‘recovery of its enzymatic action. 
Consequently, it seemed to us that it would be interesting to study 
in detail the lethal temperature of Koji-diastase in our extract and 
also the recovery of it3 action after heating. 

The results given in this paper are those of the study with 
Koji-extract ; those obtained with Koji-diastase in the pure form 
will be reported elsewhere in the ne:r future. 


A. ON LETHAL TEMPERATURE. 


The sample for the present experimeats was made as follows: 
375 grams of Koji made from polished rice were taken. After the 
addition of 4.5 liters of water and 75 cc. of taoluol as an antiseptic 
it was left for 43 hours at room temperature, the mass being 
agitated frequently. Then it was filtered and washed with 2.25 
liters of water. The filtrate obtained measured 6 liters. ‘Io tha 
filtrate GO cc. of toluol were added making it altogether 2% 
antiseptic, and it was then placed in a bottle at a temperature of 
5-15°C. The Koji extract thus obtained was slightly acid in 
reaction, and its total dry matter and ash was weighed and found 
to be 1.0115% and 0.0315%, respectively. At the same time a 
2% soluble starch solution with 29 toluelen as an antiseptic was 
prepared and kept in a similar way t) the foregoing. The starch 
solution thus prepared’ was neutral in reaction. 

The diastatie power of the extract in each experiment which 
was conducted to determine the lethal temperature of Koji-diastase 
was measured by the following method: 

100 ce. of the extract were measured exactly in a 10) ce. measuring- 
flask. It was heated in a water .bath or autoclave at various 
degrees of temperature from 25-145°C. for different intervals of 
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time from an instant to 120 minutes, and in each cise cooled at 
once by water to room temperature, the water lost by evaporation 
being supplied. or the saccharification, 100 cc. of the sample 
thus treated were poured into a sterilized 150 cc. Ellenmeyer-flask, 
having a cotton plug, and 25 ce. of soluble starch solution and 25 
ce. of toluene were added. It was then kept in a thermostat at a 
temperature of 38°C. for different time intervals from 1 to 100 
hours. The temperature we used for saccharification is not optimum 
for the saccharification caused by Koji-diastase ; however, it was 
considered as suitable for the purpose of our experiment. At the 
end of the designated period the sample was taken from the 
thermostat and made up to 250 cc. with water. From it 20 ce. 
were taken as the sample for analysis, and the reducing sugars 
present were determined by Be rtrand’s method. In each case of 
the experiment, unheated extract was treated in a similar way to 
the heated one as a control. The result obtained is denoted by 
the number of cubic centimeters of potassium permanganate solution 
used for titration, which is a measure of the relative saccharifying 
power of the sample. 
The result obtained was as follows: 


Result 1. Extract leated at 25°C. for 12) minutes. 


Volume in cc. of KMnU, solution used 


Time allowed for for titration 


saccharification 
tr: Control! Heated? Difference’ 
Extract only 0 2.80 2.90 
0 2.80 2.90 
1 5.20 nen) 0 
5 6.90 7.00 0) 
Extract + Starch 115) 8.10 8.2) 0 
25 8.35 8.45 0 
50 8.15 8.45 SKM 


100 8.45 8.45 —01 


Note :— 
1. Control:—the relative power of saccharification of the original extract. 
2. Ueated :—the relative power of saccharification of the heated extract. 


bo 
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Difference :—difference of power of saccharification between the control 
and the heated extract. The difference in the table is calculated as fol- 
lows: for instance, 8.45-2 8)=5.65; power of saccharification of the origi- 
nal extract allowed for saccharification for 50 hours. 8.45-2.90=5.55; 
power of saccharification of the heated extract allowed for saccharifica- 
tion for 59 hours. The differenc2 is then obtained from the equation 
5.65 —5.55 =9.10 


The above note and calculation have been used throughout 
the whole experiment. 

In this case a great weakening influence upon the saccharify- 
ing power of the Koji-extract, caused by heating, was not observed. 


After saccharification for a long time, however, it was slightly 
noticeable. 


Result 2. Extract heated at 49°C. for 129 minutes. 


| Volume in cc. of KMnO, solution used 
\Time allowed for Ford Hirniios: 
sacch: ee 
| Control! Heated? Difference* 
Extract only | 0 2.60 3.10 
| 
0 2.80 3.10 
1 | 5 20 5.30 —0.20 
| 5 690 7.C0 —0.29 
Extract + Starch 15 8.10 8.29 =(§:20 
25 8.5 8.45, --0.29 
50 845 8.65 —0.10 
| 100 8.45 8.65 —0.10 


It will be seen from the above result, that there was already 
injurious effect on the diastatie power by heating at 40°C. for 2 
hours, and that when the time for saccharification is more than 


25 hours there was a tendency for the difference between the 
control and the heated extract to diminish. 
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Result 3, 


Extract heated at 55°C. fo 
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r 3), and 120 minutes, respectively. 


| 


Very injurious effect on the diastatic power 


| einen baca Volume in cc. of KMnO, solution used for titration. 
| for saccharifi- For 30 minutes For 12) wines 
cation. 
| ie Control - 
| Hisated Difference} Heated Difference 
ene | 0 2.80 2.90 3.00 | 
| 0 | 2.0 2.90 3.00 | 
1 i Gb20 4.50 —0.89 345 | 1.95 
5 | 6.90 5.4 ) —160 420 | —2.85 
Fence 15 | 8.10 5.85 —133 | 5.05 —3.25 
25 8.40 tao) —1.30 Syl Bs —3.45 
50 8 45 7.65 —0.90 5.0 —3.25 
100 «= || Ss 8.45 8 10 eaf)/45 5 65 —3.00 


was observe 1 even 


by heating at the so-called optimum temperature 55°C. for 30 
minutes and the prolongation of time of heating caused a more 
and more injurious effect on the saccharifying power of the enzyme. 

There was another interesting phenomenon which occurred 
with the different time intervals for saccharification, that is, the 
difference found between the control and the heated gradually 
increased t> a certain time interval, and then gradually diminished. 


Extract heated at 70°C. for an instant, 5, 15, 


Result 4. 
30, and 60 minutes, respectively. 
Bd Volume in cc. of KMnO, solution used for titration. 
Fis = bene a ———— 
ice & For an For 5 For 15 For 30 For 60 
les instant minutes | minutes minutes | minn‘es 
os _ cv) 7) one fs os 
=o B 3) 2 ° Prete 3 
See ieee ee ee at omen ho | oe ee, | og 
os) & 3 i 2 5 g Se oral > 
He} (ee, ea) ) ea ele lee) ee 
a ¢ Petes dete locate. | co) Bee eed 
5 Se = 
Bessie SP Hi 2B en gs = 12.65 | 2.90} 9) 80 | 8) 
only 2 ihe vig ulaees +: peng: | Vera! eae 
a 0 | 280/295) — | 285) — | 29d) — ; 280; — | aso) — 
1 | 5.20} 4.05}-1.30 | 3.65 1.69 | 3.10 -2.20) 300 -2.20 3 00-220 
s. | 5 | 6.90) 5.40}-1.65| 4.60 -2.35 | 3.35 3.65 3.10 -3 80! 3.05 -3.85 
Extract { 45 | $15) 6.70'-1.60] 6.05 |-2.15| 460/3.65; 330 4.80 3.20 -1.95 
+Starch | 9; / 840 7.10 |-1.45 | 6 G60 -1.85| 5.20 '-3.30 | 3.50 -4.90 3.50 -£9) 
50 | 845! 8.35 |-0.30; 7.39.-1.20) 5.652.990) 405-440) 1.00 -£.45 
| 400 | 8.45! $45 40.15] 760 '-0.89] 7.25 ~1.30| 5.40 -3.05! 4.90 -3.55 
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In this case we observed almost the same result as that 
obtained in the preceding case with respect to the injurious 


effect of heating. 


Result 5. Extract heated at 85°C. for an instant, 5, 15, 
30, and 60 minutes, respectively. 


A = Volume in cc. of KMnO, solution used for titration. 
et 
cA For an For 5 For 30 For 60 
oo - : = 
Sons Instance minutes minutes minutes 
= § wre} 2 o (>) Co) 
ao| 8 A I I I 
2 ZL e 0) 2 eel ceeee S| eae gee 
q@a| 0 2S 4 a) Pa 2 H = Pe 
wet Vv =) ov = o = Vv 4 
As gj) jA|mHisa id | a] & }a 
Extract F ’ 
oaly 0 | 2.80) 2.80; — |28)| — 2.80 2.80); — 
0 | 2.80} 280}; — | 280; — 2.80} —|2.80} — 
1 | 5.80] 2.85 |-2.45) 2.85 | -2.45 2.85 | -2.45] 2.85 | -2.45 
een 6.95| 3.85|-3.10| 3.65 | -3.30' 3.45 3 40 | -3.55) 3.20|-3.75 
15 | 8.20] 4.60 | -3.60| 4.35 | -3.85 3.90 | -4.30] 3.60 | -4.60 
25 | 8.50] 4.95] -3.55) 4.65 | -3.85 4.15 | 4.55] 3.75 | 4.75 
50 | 8.50] 6.95) -1.55) 5.95 | -2.55 5.30 | 3.20) 4.95 | -3.55 
100 | 8.50} 7.00 eee 6.40 | -2.19 5.85 | -2.65| 5.60 | -2.90 


In this case the action of the enzyme was greatly weakened 


by heating, but not totally destroyed. 


Result 6. Extract heated at 100°C, for an instant, 5, 15, 
30, and 60 minutes, respectively. 
& i Yolume in cc. of KMnO, solution used for titration. 
Ge 
oe For an For 5 For 30 Fo: 60 
: e instance minutes minutes minutes 
2 5 if) vo a oY D Oo 
eels | B I I 
9 2| 60/28.) Slee ee eee ees eee 
231° | 818 | 3 ye | sole ee ee ewe 
He q a jan A jen a jen A jus) a) 
pe O | 285/985] —.) 995) — 1285) ous Selleas | 
QO || 2.85) 2:85) — | 9:85) —— 285; — |] 285); — 
HBS 3.39 | —2.05) 3.25 | -2.10 2.95 |-2.40} 2.95 | -2.40 
5 | 7.05) 4.05 | -2.95] 3.95 | -3.05 3.30 | -3.70| 3.05 | -3.95 
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aie Volume in cc. of KMnQ, solution used for titration. 
H 
8 For an For 5 For 15 For 30 For 60 
es instance minutes | minutes | minutes minutes 
sé! ¢ g g 3 g ap 
~ a il Gs gj GS foc Slog Ble 5 
S 8 o 2 9 8 B) = o = 5 
Bey lee ee | se |e | a be | 
Ae ree ee er | et a eae 
Extract or |_as | ey ; 
“Starch 15 | 8.25] 5.35 | -2.90) 5.15 | -3.10) 4.75 | -3.50, 3.80 | -4.45] 3.30 | -4.95 
25 | 8.55] 5.60 | -2.90) 5.50)-3.00) 5.00)-3.50 4.10|-1.40, 3.35]-5.05 
50 | 8.55) 5.95 | -2.60) 5.65 | -2.90) 5.45 |-3.10) 4.95 | -3.60) 3.80] -4.75 
100 | 8.55} 5.95] -2.60) 6.80 | -2.75) 5.75 285) 5.25 | -3.30) 4,30 | - 4.25 


The above table shows that,:though the action of Koji-diastase 
extracted with water, was weakened by boiling, it was not de- 
stroyed even by heating at 100°C. for one hour. 


Result 7. Extract heated at 115°C. for an instant, 5. 15, 
30, and 60 minutes, respectively. 


Volume in cee. cf KMnO, solution used for titration. 


ar] 
gy 4 : 
34 For an Por 5 For 15 For 30 For 60 
ee instance | minutes minutes | minutes minutes 
2és| <3 cS) ome S| y am 
ee a I I = 5 | = 
eee euiheY Sar ey eee 1m | 8 coeiee 
Se eet ecco te gre |i Te | eae de Fea ae 
pest SCD) Ye =) Y = v = y = I = 
Ee hy fd lll = =a jk == rae Me eS = esa We 
5 | | 
Extract 0 | 280! 2.65; —1295) —|265) —| 260] —| 260] — 
only 
= eae ae nr a ! | 5 
0 | 2.80] 265) —} 295} — | 2.65; — | 260) — | PHO) |) 
1 | 5.35] 2.70] -2.50) 3.00!-2.45) 2.65 |-2.55. 2.60)-2.55 2.60} 2.55 
5 | 7.00) 3:201=3.05) 3.40 | —3.75, 2.80 |—4.05' 2.60 4.20 2.60) -1.20 
1 if 
Vextract 15 | 8.25] 3.95|-4.15) 4.25 |-4.15 2.85/5.25 260:-5.45 2.69) -3.45 
+Starch i £ | oe: ia) oat OE 
25 | 8.55] 4.85] -3.55) 4.65 | a 2:90 |} =5.50' BiGOl =a 75) 2360 SSovi 
50 | 8.55} 5.20 | 3.20} Slr a SON =5.50) 2C0l=o mo, 2o0n—aie 
100 | 8.55] 5.60}-2.89° 5.60 | 3.10) B95 bit) 2160 | -9.70. OM Gyo Leen 


The above table shows that the saccharifying power of Ioji- 
diastase was lost by heating for more than 30 minutes at 115°C. 
but when the period of heating was Jess than 15 minutes its 


action still remained. 
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Result 8. Extract heated at 13/°C. for an instant, 5, 
and 15 minutes, resrectively. 


on Volume in cc. of KMnO, solution used for titration. 
Be fa] 
84 
ass a For an instant | For 5 minutes | For 15 minutes 
oe Van Diff Differ Differ 
er- z - 
Pa 8 Heated | “ice Heated rai Heated ate 
ATC ap 2.80 1. 876 1 es eo | ee eo 
only ae Se 
0 2.80 2.75 — ;, 270 — 2.70 —— 
nu 5.35 275 =D 2.70 —2.0) 2.70 —2.55 
5 6.95 2.75 —4.15 2.70 —4.15 2.70 —4.15 
Extract 15 815 | 275 | —5.35| 270 | —5.95| 270 | —5.35 
+Starch 
25 8 40 2.75 —5.60 2.70 —5 60 2.70 —5.60 
59 8.45 2.95 5.45 2.70 —5.65 2.70 —5.65 
100 6.45 3.29 —5.20 2.70 —5.65 2.70 —5.65 


Koji-diastase was killed completely by heating at 130°C. for 
5 minutes, bat not killed at the same temperature when heated 
for an instant. 


Result 9. Extract heated for an instant at 137.5°C., 
140°C., and 145°C., respectively. 


te Volume in cc. of KMnO, solution used for titration 
saqa. 
a 28 At 137.5°C. At 140°C. At 145°C. 
2a | Control Differ- Differ- Differ 
EE Heated “ence Heated ence | Heated ence 
ee 0 0-280. | Bro" ake 2707 ae 0 eee 
0) 2.8) 2.70 — 2.70, — 2.70 — 
1 5.20 270 —2.40 2.70 — 2.40 2.70 —2.49 
5 | 690 2.70 —4.10 2.7) —410 2.70 —4.10 
Extract ae z. 
S Gianoli 15 8.10 2.70 —5.30 2.70 —5.30 2.70 — 5.30 
25 8.40 | 2.75 —5.55 2.70 —5.60 2.70 —5.60 
5) 8.45 2.85 —5.50 270 —5.€5 2.70 —5.65 
100 8.45 2.85 —5.50 2.70 —5.65 2.70 —5.65 


Koji-diastase was not killed yet by heating for an instant 


even at 137.5°C., while it was completely destroyed at a tempera- 
ture of 140°C., or over. 
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The above results may be summarized as follows: We noticed 
little influence on the saccharifying power of the extract when 
we heated it at 25°C. for two hours, and visibly injurious effect 
was not observed until the extract was heated at 40°C. for two 
hours, the injury becoming more pronounced when we heated it 
at 55°C. for two hours. The degree of such injurious effect from 
heating on a diastatic power, however, corresponds to the tempera- 
ture and to the time interval. Therefore, to determine the lethal 
temperature of a diastatic function we must consider the combined 
condition of temperature and the time interval of heating. 

Regarding the lethal temperature of Koji-diastase we have a 
new result, which does not coincide with the result of the investi- 
gations hitherto declared; that is to say, we found that any 
temperature lower than 140°C., when the heat was applied for 
an jnstant, did not kill Koji-diastase, and that at 140°C. it was 
entirely destroyed. It was also observed that at a temperature 
lower than 100°C. Koji-diastase still retained its action even when 
heated for one hour, while it was killed by heating more than 
30 minutes at 115°C., or more than 5 minutes at 130°C. 

An interesting phenomenon accompanying the present investi- 
gation, which was conducted to determine the lethal temperature 
of Koji-diastase, was that the injurious eflect of heating at a 
temperature lower than lethal upon the saccharifying power of the 
enzyme, gradually increased up t> a certain point of time allowed 
for saccharification and then gradually decreased. 

What causes such phenomenon in diastatic action is a very 
interesting question. ‘To elucidate this phase we then undertook 


the following experiment : 
B. ON RECOVERY AFTER HEATING. 


The sample for the experiment on recovery of diastatie action 
alter heating was the same as that used in the preceeding experi- 
ment. After heating at various temperatures for various time 
intervals toluene was added as an antiseptic as in the m ethod 
already mentioned, and kept at room temperature for various time 
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intervals as seen in the following tables. 

To determine an existence and the degree of recovery of the 
saccharifyivg power of Koji-diastase allowed to stand for various 
time intervals after heating, the saccharifying power of an enzyme 
solution which was cooled immediately after heating was considered 
as a control. In addition, unheated extract was treated in a 
similar manner to the heated one for comparison of the saccharify- 
ing power after recovery with that of the original. 

The method for saccharification and the measurment of the 
saccharifying power was the same as that described in the previous 
experiment, but the time intervals allowed for saccharification 
were 25 hours in every case. 

The results obtained were as follows: 


Result 1. Extract heated at 25°C. for 129 minutes. 


Volumezin cc. of KMnO, solution used 


Time allowed for for titration. 


standing after 


heating. Hr. Unheated, | Heated, Difference, 
0 835 8.45 — 
25 s 8.45 0 
50 - 8.45 0 
200 vs 8.45 0 
Note :-— 

1. Unheated :—relative saccharifying power of the original extract. 

2. Heated :—relative saccharifying power of the heated extract. 

3. 


Difference :—difference of sacharifying power found between control and 
enzyme solution which was allowed to stand for various time intervals 
after heating. If there should be a difference, it would represent, there- 
fore, an existence of recovery of enzymatic action. and the amount of 
difference would represent the degree of recovery. 


The above note and calculation have been used throughout 
the whole experiment. 


In this case, there was no weakening influence caused by 
heating upon the saccharifying power of the enzyme. On the 
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contrary, greater saccharifying power was observed in the heated 
sample than in the unheated one. Consequently no recovery 
function was observed in this case. 


= 


Result 2. Extract heated at 40°C. for 12) minutes. 


unio) allowed’ fr standing Volume 1n es ie solution used 
after heating. : 
Hr. Unheated Heated Difference 
0) €.35, 8.45 — 
25 - 8.45 0 
50 35 8.45 0) 
100 BS 8.45 0 


In this ease, also, on visible difference between the control and 


the heated sample was observed. 


Result 3. Extract heated at 55°C. for 3), and 129 minutes, respectively. 


Volume in cc. of KMnO, solution used for titration. 


Time allowed 
for standing 
after heating 


For 3) minutes For 120 Minutes 


at. Sag Heated Difference Heated Difference 
0 8.40 7.20 — 5.15 = 
25 93 7.45 +0.25 5.20 +0.05 
50 ;3 7.45 +0.25 5.25 +0.10 
100 S 7.45 +0.25 5.25 +0.10 


In this case, the difference of saccharifying power between the 
control and others was apparent. And the magnitude of the 
difference was greater in the enzyme solution heated for 30 
minutes than in that heated for 120 minutes. The saccharifying 
power of Koji-diastase weakened by heating did not recover by 
standing so as to be equal to that of the original enzyme in the 
limits of time we usad, as will be seen from the above table. 
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Result 4. Extract heated at 70°C. for an instant, 5, 15, 
30, and 60 minutes, respectively. 


Volume in cc of KMnO« solution used for titration. 


Time allowed For an For 5 For 15 For 30 For 60 
Ror iniandinl oa instant minutes minutes minutes minutes 
meh wee. 3 3 2 g 
after heating. 5 a 5 = FI A B Bs 5 3 A 
Hr. a S 5 © 5 a4 S 8 Bs AS 9 
i P15 | 4 s | & 6 | & an (alee ots 
jz} A fea A o Aa jaa Aa jaa =) 
0 8.40) 7.10| — | 6.80| — | 5.10) — | 350) — | 359) — 
25 » | 7.40] +030) 6.55 | + 0.25) 5.40) 40.2), 3.55] +0.05} 3.55 0 

50 » | 7-40] +030] 655) +0.25| 5.40) +0.20) 3.55] +0.05; 3.55] +0.05- 

100 » | 7.46} +0.35) 6.60] +0.30) 5.45} +0.25) 3.55] +0.05) 3.55 | +0.05 


From the above result, it is also seen that a recovery of 
enzymatic action clearly occurred in each of these cases. Also, 
the degree of recovery after heating increased with the length of 
time for which the solution stood after it had been heated, while 
it was diminished by an increase in length of time during which 
it was heated. But in every case of heating, the saccharifying 
pewer did not recover equal to that of the original in the 100 
hours we allowed in our experiment. 


Result 5. Extract heated at 85°C. for an instant, 5, 15, 
30, and 60 minutes, respectively. 


Volume in cc. of KMnO« solution used for titration. 


Time allowed For an For 5 For 15 For 30 For 60 
for standing| instant minutes minutes minutes minutes 
@ o i, fete Gas ae | ee | Q 
after heating.) ¢ I A = | a 
| 3 © oS z cs i) yo} o io} o 
Hr. a | 4 9 2 9 2 & 2 g 2 5 
—) § | § | # $ | § § | # § | & 
Boer A | oes eee ae 
0 8:50) 495)> ——) 4:65) 4 50) eae |) S75 ee 

25 »> | 5.00} +0.05) 4.90 | +0.25) 4.70] +0.20) 4.20} +0.05] 380] +0.05 

50 » | 5.10] +0.15} 5.09 | +0.35) 5.00} +0.50] 4.60 +0.45} 4.30} +0.55 

100 » | 5.65] +0.70} 500) +0°35| 5.00] +0.50| 4.70} +0.55| 460] +0.85 


480 » | 610] +1 15) 5.20 | +0.55) 5.15] +0.65) 4.90} +0.75| 4.85) +1.10 


On Lethal Temperature of Koji-Diastase. 267 


In this case, recovery of enzymatic action was also observed 
to some extent in every case. 


Result 6. Extract heated at 100°C. for an instant, 5, 15, 
30, and 60 minutes, respectively. 


> 


Volume in cc. of KMnO, solution used for titration. 


Time allowed For an For 5 For 15 For 30 For 60 
for standing | w instant minutes minutes minutes minutes 
= 2 3 8 3 8 
after heating.| © ze G gy A 4g 
a Le g co} Y rg v rs 2 oS 2 
Hr. =I % o se Vv a o mec} oy 4 @ 
; po leas | Ges $ | § | § | &# o4 
an A es] A ee a Gq a a A 
0 $:50)|95:60)) 21550) =n | 00) =) 0 = 3.35 —— 
25 » | 9.90] +0.30) 5.55] 40.05) 5.40] +0.40] 4.40] +0.30) 3.85} 0 
5.45 
50 » | 5.95} +0.35) 5.60} 4+-0.10 +0.45) 4.50] +0.40, 3.50] +0.15 
100 = |) a) ie 5.60 | +0.10) 5.45] +0.45) 4.50] +0.40} 3.80] +0.45 


The recovery in action of the enzyme solution was still observed 
in this case. 


Result 7. Extract heated at 115°O. for an instant, 5, 15, 
30, and 60 minutes, respectively. 


Volume in cc. of KMn0, solution used for titration. 


Time allowed For an For 5 For 15 | For 30 For a 
i i i inut 3S 
for standing zg zaste _ te minw = minu : 
- ~ ré) 
after heating. s or A » g io g + g 3 3 
2 % MS o 2 v ~ v ese ov 
Secale are eg | ee 8 | 8 lee elie 
Basen aelite a. lo IA [ea 
0 8.55/485| — | 465; — | 290} — | 260) — | 260); — 
25 » | 5.05} +0.20) 4.75} +0.10] 2.90 O | 2.60 0 | 2.60 0 
50 5 5.10} +0.30) 5.05} +0.40) 2.90 0 | 2.65} +0.05) 2.65} +0.05 
100 Pen eosLO fr 5.05 | +0.40) 2.95 el 2.70 | +0.10} 2.70} +0.10 


Here, there was still a recovery of enzymatic action, but the 
decrease in the degree of recovery was apparent, especially in the 


case of heating for a long time. 
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Result 8, Extract heated at 130°C. for an instant, 5, and 
15 minutes, respectively. 


Volume in cc. of KMnO, solution used for titration. 
Time allowed for 


iar uaKea For an instant | For 5 ON For 15 minutes 
Er. ed Heated eae ~ | Heated ae Heated ges 

0 8.40 275 — 2.70 — 2.70 _ 

25 rs 2.85 +0.10 2.70 0 2.70 0 

50 er 2.90 +0.15 2.70 0 2.70 0 

100 Ma 2.99 +0.15 2.70 0. 2.70 0 

170 5 2.90 +0.15 2.70 0 2.70 0 

280 5 | 2.90 +0.15 2.70 0 2.70 0 


Recovery of enzymatic action only occurred in the case of 
heating for an instant, while it was not observed in the two others. 
This fact shows that the enzyme solution weakened by heating 
at a temperature lower than lethal has the power of recovering 
its action. However, where the action has been killed by heating, 
the power of recovery is destroyed. 


Result 9. Extract heated at 137.5°C., 140°C., and 145°C., for an instant. 


nn 


: Volume in ce. of KMnO, solution used for titration. 
Time allowed for 


ee Unheat.| At 187:5°C: At 14°C. At 145°C. 
Hr. ed Hented cae Heated ue fler- Heated See 
0 8.40 2.75 = 2.70 = 2.70 =e 
25 + 2.75 0 2.70 0 270 | 0 
50 is 2.80 | +0.05| 2.70 0 2.70 0 
100 » | 280 | 40.05] 2.70 0 2.70 0 


The enzyme solution heated at 137.5°C. still had the power of 
recovering its action. In the other two cases in which the enzyme 
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solution was heated at temperatures of 140°C., and 145°C. respect- 
ively, no more recovering action was observed. 


_ According to the results above stated, it seemed that the 
diastatic power of Koji-extract injured by heating at a temperature 
lower than lethal may recover its power to some extent by 
preserving it at room temperature. The extract heated at Jethal 
temperature, which lost its action completely, never recovered its 
power of saccharification even by preserving it for long intervals 
of time. The degree of recovery after heating increased with the 
prolongation of the time for preservation of the extract while it 
decreased with the increase of time of heating. However it never 
attained a power equal to that of the original. 

Whether the recovery of diastatic action is due to the recovery 
of power of the enzyme weakened by heating or to the production 
of new enzyme from the mother substance present in the extract 
is a problem that needs consideration. But we assume that the 
recovery observed in our experiment is that caused by the recovery 
of its action of the weakened enzyme. This assumption is based 
on the fact that the temperature at which the recovery ceased and 
at which the enzyme lost its action strictly coincided, as will be 
seen in our experiment. 
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BEITRAG ZUR KENNTNIS DER WECHSELSEITIGEN 
BEZIEHUNGEN ZWISCHEN DEN ORGANISCHEN 
PHOSPHORVERBINDUNGEN UND DEN 
UNORGANISCHEN PHOSPHATEN IM 
TIERISCHEN ORGANISMUS. 


Von 
YASURA MASAI u. TOKUJIRO FUKUTOML 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut, Osaka Medizinische Akademie, Osalca, 
Direktor - Prof. Dr. Y. Kotake.) 


(Eingegangen am 14. November 1922.) 


Seit den Untersuchungen Mieschers (1897), bei welchen er 
beobachtete, dass die Rheinlachse ihre an Nukleinsubstanzen und 
Phosphatiden so ungemein reichen Geschlechtsdrisen wihrend 
der Wanderung im Susswasser auf Kozten des Rumpfmuskels 
bilden, wurde eine Reihe von Versuchen ausgefuhrt, um die 
Frage zu lésen, inwieweit unorganische Phosphate sich am Aufbau 
der organischen Phosphorverbindungen beteiligen. 

Nach ROhmann (1912) und Mitarbeitern besitzt der tierische 
Organismus kaum die Fahigkeit, seine phosphorhaltigen Bestand- 
teile aus den phosphorfreien Eiweissstoffen und unorganischen 
Phosphaten aufzubauen. Nach Tichomiroff (1885) enthalten 
die noch nicht entwickelten Eier des Seidenspinners weniger Fett, 
Lezithin und Cholesterin als die schon zu Larven entwickel- 
ten. Von Gregersen wurden die Stoffwechselversuche an Rat- 
ten, welchen der Phosphor nur in organischer Form gegeben 
wurde, ausgefithrt, ohne dass die Tiere erkrankten. Dass die 
Hennen arteigene Phosphatide aufzubaren vermOgen, was von 
Henriques und Hansen (1903) gefunden wurde, ist daraus 
ersichtlich, dass die Jodzahl des Eilezithins von derjenigen der 
gefutterten Fette unabhangig ist. 

Die Resultate aus den Untersuchungen von einigen Autoren 
(Hart, Fuller, McCollum, 1908 u. 1910; v. Wendt und 
Holsti, 1905 u. 1910, die an verschiedenen Tieren ausgefuhrt 
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wurden, sprechen alle fur synthetische Bildung der phosphorhalti- 
gen organischen Substanzen. Osborne und Mitarbeiter (1911) 
haben auch bewiesen, dass der Tierkorper der Bildung von Phos- 
phatiden und Nukleinen auf Kosten des anorganischen Phosphors 
fahig ist. Im Gegensatz zu RO6hmann (1916), welcher Mause mit 
phosphorfreier Nahrung dauerned am Leben erhalten konnte, fand 
Stepp (1909 u. 1911), dass die Tiere bei Futterung mit dem 
durch Ather und Alkohol extrahierten Brote frither cder spater zu 
erunde gehen. Fingerling (1911) ernahrte Enten mit einem 
Futter, das wenig organischen Phosphor, anorganischen aber reich- 
lich enthielt. Er fand hierbei, dass ihre Eierproduktion nicht 
geringer war, als bei normaler Ernahrung, und dass sogar die 
Kier ebensoviel Lezithin enthielten, wie normal. Stepp (1913 u. 
1916) futterte Tauben mit einem Futter, welches von den Lipoiden 
befreit war, ohne ihre Gesundheit zu stdren, was bei Mausen 
nicht gelungen war. Lipoide sind also fur die Vogel anscheinend 
keine unentbehrlichen Nahrungsbestandteile. Nach Danilewski, 
Cronheim und Muller wirkt Lezithin im allgemeinen fordernd 
auf das Wachstum der Tiere, insbesondere auf die Knochenbildung. 

Wir interessierten uns dafur, die Beziehungen zwischen den 
organischen Phosphorverbindungen und den unorganischen an den 
Huhnereiern im Zustande der Bebriitung zu studieren. 

Die Annahme von Maxwell (1893), dass bei der Bebriitung 
des Huhnereies eine Neubildung von Phosphatiden neben einem 
Verbrauch derselben stattfinden kann, wurde von Plimmer und 
Scott (1912) widerlegt: Die letzteren beobachteten dabei einen 
raschen Schwund der atierloslichen Phosphorverbindungen, wah- 
rend zur selben Zeit die Menge des anorganischen Phosphors 
immer stieg. 

Bei unseren Versuchen haben wir vor allem auf das Unter- 
suchungsmaterial und das Losungsmittel fur die Lipoidextraktion 
besondere Aufmerksamkeit gerichtet. 

Als Untersuchungsmaterial benutzten wir mdglichst gleichgrosse 
Kier, die von derselben Henne oder wenigstens von der Henne 
derselbeu Rasse gelegt waren. Die Kier wurden einzeln unmit- 
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telbar nach dem Legen gewogen. Drei Eier wurden zur 
Bestimmung des Phosphors, der in den verschiedenen Fraktionen 
vorkam, verwendet; die wbrigen wurden im Thermostat auf- 
bewahrt, dessen Temperatur auf 38-39°C gehalten wurde. Die 
Bebrutung wurde dabei entweder bis zum Ende gefithrt, oder in 
einem gewissen Stadium unterbrochen, indem fir je einen Ver- 
such 3-5 Eier verwendet wurden. 

Das gewogene Jti wurde aufyebrochen, der Inhalt schnell 
gewogen und darauf mit absolutem Alkohol wiederholt extrahiert, 
(Flussigkeit I und Ruckstand I). Der Riickstand (I) wurde mit 
absolutem Alkohol ausgekocht, filtriert und mit heissem Alkohol 
gewaschen (Flussigkeit IT und Ruckstand IT). Beide Flissigkeiten, 
I und II, wurden yereinigt und zur Trockne eingedampft ; der Ruck- 
stand (III) wurde mit einer Mischung von Alkohol und Ather, dann 
mit Ather und mit heissem Alkohol extrahiert. Die einzelnen Extrakte 
wurden vereinigt, abgedampft (Ruckstand A). Der Rickstand IL 
und III wurden zusammengemischt, sukzessive mit Alkohol-Ather, 
heissem Alkohol, Ather erschopft und fitriert (Flussigkeit B und 
Rickstand IV). Die Flussigkeit B wurde mit dem Riickstand A 
vereinigt und abermals abgedampft, und der so gewonnene Ruck- 
stand zum Zweck der Bestimmung des Phosphors nach Neumann 
erst mittels eines Gemisches von konz. Schwefelsiiure (10 ccm) 
und konz. Salpetersiure (10 ccm), dann mit Hilfe von Salpeter- 
siure verascht. Der mit den obengenannten Extraktionsmitteln 
erschopfte Rickstand wurde mit einer bestimmten Menge 1%iger 
HCl extrahiert. Ein Teil des Extraktes wurde nach Veraschung, 
wie erwaéhnt, der Phosphorbestimmung unterworfen, und der 
gefundene Wert auf das Ganze umgerechnet (Gesamtphosphor in 
saurer wissriger Ldsung). Der tibrige Teil des Extraktes wurde 
mit verdinntem NH, neutralisiert, zur Trockne eingedampft und 
mit NaOH extrahiert. Das Extrakt wurde nach der obigen 
Methode verascht und die gefundene Phosphormenge auf das 
urspringliche ganze Jixtrakt umgerechnet (organisch gebundener 
Phosphor in saurer wissriger Losung). Die Differenz beider 
Phosphormengen in wiissriger Losung wurde als Menge des 
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anorganisch gebundenen Phosphors betrachtet. 

Der Rickstand, der mit der verd. HCl erschopft worden war, 
wurde verascht, und der darin enthaltene Phosphor bestimmt 
(Rezidualproteinphosphor), den wir als ein Gemisch von Vitellin- 
und Nukleinphosphor betrachten durfen. Es gibt gegenwartig 
kein sicheres Verfahren, das diese beide Phosphorarten quantitativ 
voneinander trennen lasst. Wenn man aber den Umstand in 
Betracht zieht, dass die Hier wenigstens im Anfangsstadium der 
Bebritune nur wenig Nukleinphosphor enthalten konnen, s0 
koénnen wir ohne grossen Schaden darauf verzichten. Die unge- 
fahre Menge des Vitellinphosphors soll auch aus dem HCl (1%)- 
Extrakte des Alkohol-Atherriickstandes des Eies bestimmt werden 
konnen. Hier konnten wir aber nicht zu einem ubereinstimmenden 
Resultate gelangen.. (Derartige Verhaltnisse des Nukleinphosphors 
zum Vitellinphosphor haben wir ungefahr in Tafel I graphisch dar- 
gestellt). 

Wir mochten nun die Ergebnisse, die sich aus unseren Unter- 
suchungen ergaben, in folgenden Tabellen zusammenfassen : 


TABELLE J. 


ee y Potal-P 
ass =|8 jin saurr In 100 Gesamt- 
n = Be Sy il s 30 wiissriger Phosphor enthiilt 
ao ne eS 2 a R18 = 2) Lisune 
= au al 3S pat ge) NS) elie ® 5 
a I . eo = Rm sles | 5 g ees _Total-P 
-) 2 re 3 & Seas a files 2 gS is ia} bs 2 In saurer 
2 2 Ex = Ss = Qe a 2p s |= BIS £18 :S lwissrice 
2] =. ole ete cake Sean @ |3 3/8 2124| Tosang 
x i he = | Se lee ieee, pee ASRS yg} 
iy es Sle he bei 1s Be ae 2SlE Sia hld | on 
56 | es} 2/aRe Bee 2 Zale Bee 
oe eas js US |S 2/4129 
q Y | 9 | mg} mg} mg) mg) mg| mg mS me [So 
4 54.21 | 48.19] 73.7 32.5)10.1) 5.4) 4.7 | 116.3] 63.4! 27.9) 8.7] 4.6] 4.1 
9 1 | 44.88 | 39.99 70.4) 30.5, 8.8) £6) 4.2|109.7/ 63.2 28.0) 9.0) 5.0] 4.0 
3 | 51.62 | 46.21) 72.0) 32.1) 10.2 5.7| 4.5 | 114.3] 63.0) 28.0) 8.9) 5.0] 3.9 
pees | | cee pee | 
___| Darehsch.| 50.24 41.89 42.0) 31.7} 9.7) 5.1 4.5 | 113.4) 63.2, 28.0) 88) 4.9] 4.0 
4| 16 | 64.12 61.69|54 46 71.5] 31.2) 10.9 5.9] 5.0| 113 4/62.9|27.5| 9.6 5.2| 44 
— —— Sine —— =H “a 4 
ie | 49.87; 48.13] 42.30) 61.5! 25.3) 11.7) 6.2] 5.5| 97.7162 9] 25.9] 11.2 6.6] 4.6 
7 19 | 50.27| 48.77] 42 37| 70.8] 30.0) 12.5] 7.4] 5.1] 113.3] 62.5) 26.5) 11.0] 6.5] 4.5 
5 | 6£.04' 61.68) 53.46) 68 3° 29.5 12.2) 7.2 | 5.0} 110.0! 62.1) 26.8) 11.1) 6.6} 4.6 
= 1 a | 52. S 50. 45) 44, 21 63. 4) 26.9 11.1) 6 By 4.6 | 101.4) 62.9 26.5) 10.9) GA} 44 
Durchsch. 54.08 52.26 4559 660279 119 68| 5.0|105.6 625! 265/11.01 65| 45 


Die Phosphorverbindung 


im. tierischen 


Organismus. 275 


g nm “ 'Total-P 
= = = np i saurer In 100 Gesamt- 
M9 Q mp 5 Ss | & 4 Fy 5 wiissriger Pbosphor enthiilt 
os o | 2 oe oles aes eee Lésung 
& oa n = 4 Pa ae 2 ; Fe] = of Total-P 
5. 2 zZ 2 8B See). ie a 4 12 15 5 lin saurer 
a= Ss ~ ‘| cv e 2 Oln, cog on Salt Okla s wiissriger 
q 3 q 2 eel Oirsdine | ereeest neues ey alle Stench] etn 
a Hi a) a a B.S Ara | Aa | SOA Seale eA Lésung 
By eo Skee) | Eee ie le ae Eee) ame 
52d ae: ha 8 | ae Me aS Pre gm 
g | 9 |g | mg| mg} mg} mg| mg) mg A es [2% 
31 48.75| 47,52) 42.33) 60.9) 23.1) 18.2] 7.4 | 10.8) 102.3) 59.3) 22.6 17.8 7.2 10.6 
30 47.37| 46.08! 40 56) 57.8) 23.6) 17.5] 7-6] 9.9) 98.9) 58.4! 23.9) 17.7| 7.7 | 10.0 
14 23 47.29] 44.00} 38.24] 56.6] 21.5) 17.0] 7.2} 9.8) 95.1) 59.6) 22.61 17.8] 7.5 | 10.3 
92. 47.91] 44 62) 39.27) 57.3) 21.9) 16.8) 70] 9.7] 96.0) 59.7} 22.8) 17.5] 7.3}10.1 
21 50.98) 47.95] 41.58 58.6 22.7 16.9| 7.0 9.9} 98.3) 59.6) 23.1] 17 2] 7.1|10.1 
Durchsch. |. 48.46] 46.03) 40.40] 58.2) 22.6) 17.3] 7.2] 10.0, 98.1593 23.0 17.6| 7.4/ 10.2 
2 46.67|,44.25] 38,85) 52.0) 24.2) 18.5} 6.7/11.8) 94.7) 54.9) 25.5) TRY cea 125 
6 , | 44.68) 42.50] 37.26) 50.2) 22.819 3] 7.4] 11.9] 91.2) 55.0) 25.0) 21.2) 8.1] 13.1 
16 40 55.47| 52 31! 47.20) 55.0] 27.0] 22.9) 7.8 | 14.4) 105.2) 53 3 25.7| 21.1) 7.4) 13.7 
41 47.04) 44.30] 41.08) 52.5! 24.3) 294) 7.51126] 96.9] 54.2) 25.0) 20.7] 7.7) 13.0 
38 45.13] 42.55] 38 55) 52.6] 22.8)18.9] 7.2/11.7) 94.3)55.8 23.1 2).0| 7.6)12.4 
Durchsch | 47.80} 45.18} 40.59) 52.7} 24 2) 19.8] 7.3} 12.5) 96.5 54 6| 24.9) 20.5) 7.6} 12.9 
42 55.96] 51.90 47.33] 49.7/ 25.3] 29.2] 6.3 | 22.9) 104.1) 47.7] 24.3) 28.5} 6.4 | 22.0 
18 37 53.80] 51.08! 46,06 47 9) 24.8] 30.0] 7.5 | 22.5] 102.7) 46.6 24.1| 28 8} 7.4 | 21.4 
i 44.14! 41 54! 36.36] 42.7| 20.5] 26.9] 51} 20.2) 90.1) 47.4) 22 8 29.9) 7.5 | 22.4 
8 45.17 42 53) 37.38) 42.9 21.4 25.6) 5.1} 20.5} 89 9) 47.7| 23.8) 28.5 5.6 | 22.8 
Durchsch.| 49.77| 46.74) 41.73) 45.8 23.0 27.9 6.0 21.5) 96.7| 47.3) 23.8 23.9 GOS 
45 49.61) 45.90! 41.66 38.3] 17 6) 42.9] 6.1|36.9| 98 9) 38.7| 18.0] 43.4) 6.2 | 37.3 
99 46 45,18' 42.12] 38.49] 36.6] 17.6] 41.0] 5.1|35.8} 95.2) 38.4) 18.5) 43 1) 6.5 | 37.7 
49 44.15] 40.24! 37.31] 38.2) 17.6) 42.1] 5.4] 36.7| 97.9) 39.0) 18.0] 43.0] 5.5 | 37.5 
9 44.16] 41.29) 36 19} 35.1) 16.4! 39.7 5.0 34.2) 91.2) 38.5] 18.0] 43.5] 6.0 | 37.5 
Durchsch.| 45.78) 42.39, 38.41] 37.0] 17.3] 41.4) 5 4/35.9] 95.8) 38.6) 18.1 43.3 6.0 | 37.4 
27 47.23) 42.50) 37.82) 26.7| 13.1] 55.0] 4.0/51.1] 94.8) 28.2) 13.8 58.0) 4.2 | 53.9 
21 28 47 97| 42.87) 37.79] 28.1] 12.9] 54.8] 3.0/51.8] 95.8) 29.3] 13.5] 57.2) 3.1|54.3 
29 50.10] 46.07] 40.62) 28.6] 13.1] 56.4] 4.0|52.4) 98.1) 29.2) 13.3) 58.9) 4.2) 54.7 
Durchsch.| 48:43! 43.81) 38.74) 27.8] 13.01 55.4] 3.7151.11 96.2! 28.9] 13.5] 58.0) 3.8| 54.3 


Aus den Tabellen ist ersichtlich : 
1. Die Menge des Phosphatidphosphors nimmt bis zum 14. 
Tage der Bebriitung allmihlich und dann schnell ab. 


2. Der tezidualproteinphosphor ' und Phosphatidphosphor ver- 


mindern sich bis zum 14. Tage der Bebritimg. Der Rezidual- 


proteinphosphor nimmt! darauf bis zam 16. Tage zu und dann 


wieder vom 18. Tage schnell ab. 


3. Die Menge des Phosphors, der yom Phosphatid und 
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Rezidualprotein losgebunden ist, wird in saurer wassriger Losung 
wieder gefunden und sie nimmt vom 16. Tage der Bebrutung an 
schnell zu. 

4. Der Totalphosphor in saurer wissriger Losung  besteht 
zum grossten Teile aus Phosphatphosphor; beide Mengen ver- 
mehren sich bis zum 16. Tage beinahe parallel und dann nimmt 
dieser schneller zu als jener. 

5. Die Menge des organisch gebundenen Phosphors, der nur 
einen kleinen Teil vom Totalphosphor in saurer wassriger Losung 
ausmacht. bleibt die ganze Bebrutungszeit hindurch fast unver- 
andert. 

6. Die Menge des Vitellinphosphors, die den grossten Teil 
des Rezidualproteinphosphors ausmacht, nimmt mit dem leteztren 
bis zum 14. Tage parallel ab; vom 16. Tage an nimmt der 
Vitellinphosphor allein wieder rasch ab, dann verschwindet er 
endlich. 

7. Der Verlust des Vitellinphosphors scheint mit der Menge 
des vermehrten Nukleinphosphors gedeckt zu werden. 

Obiges liasst sich kurz in foleende Siitze zusammenfassen : 

1. Wahrend der Bebrutune des Hutdmereies gehen der Phos- 
‘phatidphosphor und ein Teil des Vitellinphosphors in Phosphat- 
phosphor uber. 

2. Es ist sehr wahrscheinlich, dass der Vitellinphosphor teil- 
weise in Nukleinphosphor umgewandelt wird. 
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UBER DIE ENTSTEHUNG DES URAZILS AUS DEM 
ZYTOSIN DURCHFAULNIS. 


Von 


RYUZO IWATSURU unp MASAJI CHIKANO. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut, Osulca Medizinische Alcadenvie, Osalea. 
Direktor - Prof. Dr. Y. Kotake.) 


(Hingegangen am 14. November 1922.) 


Wahrend der Abbau der Aminosiuren durch Faulnis oder 
Bakterien sehr off Gegenstand des Studiums wurde, sind derartige 
Versuche mit den Purin- und Pyrimidinbasen noch nicht viel aus- 
gefuhrt worden. Da wir zu anderem Zweck die Nukleinsiure 
aus der Schleimhaut des Rinderdarms in Menge dargestellt hatten, 
benutzten wir einen Teil derselben fiir die Darstellung des 
Zytosins, um zu untersuchen, in welcher Weise es durch Faulnis 
gespaltet wird. Zundchst haben wir besondere Aufmerksamkeit 
auf seine hydrolytische Desaminierung verwendet, so dass wir 
vor allem die Entstehung des Urazils ins Auge gefasst haben. 

Die Darstellung der Darmnukleinsiure erfolgte nach der 
Methode von Neumann und zwar nach der Vorschrift von Prof. 
T. Araki. Die Nukleinsiure wurde mittels verdimnter Schwe- 
felsaure hydrolysiert. Aus dem Reaktionsgemisch wurde das 
Zytosin nach dem bekannten Verfahren isoliert und mehrmals aus 
Wasser umkrystallisiert. 

2,2 g Zytosin, das in dunnen perlmutterglinzenden Blattchen 
krystallisierte, wurden in 200 cem Nihrlosung gelost, die 0,45 ¢ 
Pepton Witte, 0,9 g¢ Traubenzucker, Spuren von Magnesiumsulfat 
und Natriumphosphat und einen Uberschuss von Kalziumkarbonat 
enthielt. Sie wurde mit einer Flocke faulen Pankreasgewebes 
geimpft, das nach der Vorschrift von Ackermann erhalten 
worden war, und 34 Tage bei 37°C im Brutschrank belassen. 

Daun wurde die Fiulnis durch Kochen abgebrochen und der 
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schwach gesiiuerte Inhalt auf dem Wasserbade bis auf 3 seines 
Volumens eingeengt. 

Zur Beseitigung des unversetzt gebliebenen Peptons wurde 
die Fhissigkeit mit Tanninlésung gefallt und abfiltriert. Das 
Filtrat wurde nun mit Schwefelsiure bis zu etwa 59% versetzt 
und wieder mit Phosphorwolframsaure gefallt. Der Hauptteil des 
unverindert gelassenen Zytosins war in diesem Niederschlag 
enthalten, und wir konnten daraus ca. ‘0,15 g Zytosin zuruck- 
gewinnen. 

Die vom Niederschlag abgesaugte Fluissigkeit wurde durch 
Baryt von der Phosphorwolframséure und Schwefelsaure befreit und 
der iberschiissige Baryt durch Kohlensiure beseitigt. Die Flussig- 
keit wurde dann mit Salpetersiure angesduert, vorsichtig mit ver- 
dunnter Silbernitratlosung versetzt und durch sorgfaltigen Zusatz von 
Barytwasser gefallt, wobei ein volumindser grauer Niederschlag 
entstand. Er wurde abgesaugt, gut gewaschen, dann mit einer kleinen 
Menge Wasser aufgenommen und durch Schwefelwasserstoff und 
Kohlensiure vom Silber und Baryt befreit. Die so gewonnene 
Flussigkeit wurde dann auf dem Wasserbade eingedampft und in 
der Kalte stehen gelassen. Hierbei schieden sich kérnige Krystalle 
aus. Sie betrugen ca. 0,7¢ als Rohsubstanz, die aber nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren auf ca. 0,5 g abnahm. 

Die Substanz, welche in rosettenformig angeordneten, feinen 
Nadeln krystallisierte, war schwer léslich in Wasser, fast unléslich 
in Alkohol und Ather. Ihre Losung gab einen charakteristischen 
Niederschlag mit Silbernitrat und Ammoniak, der beim Zusatz 
von uberschussigem Ammoniak wieder in Losung ging. Andere 
Ejigenschaften und Verhalten gegen Reagenzien stimmten auch 
mit denjenigen des Urazils uberein. Die Stickstoffbestimmung 
gab folgendes Resultat : 

0,1524 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 27,3 cem n/10 
Schwefelsdure. 

Berechnet fir C,H,N.O,: Gefunden : 
ies 25,05 % 25,079 


Wir haban noch einmal denselben Versuch angestellt, wobei 


Uber die Iintstehung des Urazils. 28) 


wir wieder die Entstehung des Urazils mit Sicherheit beweisen 
konnten. Es unterliegt also keinem Zweifel, dass das Zytosin 


unter unseren Bedingungen durch Faulnis in das Urazil wher- 
gefubrt wird. 
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BEITRAGE ZUM PURINSTOFFWECHSEL. 


II. Wher den Einfluss der Niere und der 
Gewebe auf das Harnpurin. 


Von 
MITSUGI KIKUCHI. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium, Kaiserliche Universitdét Tokyo . 
Direktor : Prof. Dr. 8. Kakiuchi. 


(Eingegangen am 16, November 1922.) 


I. Dre WERTE DER NIERENKOEFFICIENTEN UND GEWEBSKON- 
STANTEN BERECHNET AUS UNTERSUCHUNGSDATEN DER 
VERSCHIEDENEN AUTOREN. 


Wie in der JI. Mitteilung angegeben, gibt es zwischen 
der Menge des aufgenommenen und ausgeschiedenen Purins 
folgendes Verhaltnis : 


Y=(B,+aX) (1+bX) 


wo X aufgenommenen Purinkernstickstoff, 
Y ausgeschiedenes Harn P-K-N, 
E, endogenes ausgeschiedenes Harn P-K-N, 
a Nierenkoefficient, 
b Gewebskonstante 
ausdriicken. 


Aus der durehschnittlichen Zahl meiner Untersuchungsdaten 
berechnet, bekamen wir endogenes Harn-P-K-N 0,18, Nierenko- 
efficient (a) 0,99, Gewebskonstante (b) —0,5 in meinem Falle. 

Nun wollte ich den Wert der Nierenkoeflicienten und Gewebs- 
konstanten bei einzelnen Versuchspersonen aus den Untersuchungs- 
daten der verschiedenen Autoren berechnen, um die Einflusse auf 
diese onstanten avfzufinden. Dabei wurde der Umstand offenbar, 
dass wir auch die Nachausscheidune des Purinstickstoffs bertck- 
sichtigen mussen. 
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Wenn nimlich die Aufnahme derselben P-K-N-Menge viele 
Tage lang forteesetzt wird, dann wird die Durchschnittszahl von 
dem im Harn ausgeschiedenen P-K-N nur wenig von der Nach- 
ausscheidung beeinflusst, aber wenn sie nur wenige Tage, beson- 
ders nur einen Tag lang dauert, wie es bei den Versuchen vieler 
Autoren geschehen ist, dann muss die tagliche Durchschnittszahl 
das Harn-P-K-N mit der Nachausscheidung korrigiert werden. 

So wurde diesmal auch in meinem Falle das aufgenommene 
P-K-N und das im Harn ausgeschiedene mit Nachausscheidung 
korrigierte P-K-N folgendermassen zusammengestellt, um es mit 
vielen Versuchen anderer Autoren vergleichen zu konnen. 


Ausgeschiedenes Harn-P-K-N 
Aufgenommenes Nahrungs-P-K-N (X) pee a oe 

nur purinarme Nahrung  0,0026 g. 0,182 0,182 
Rindfleischpulver 50g 0,1015 0,253 0,253 
% 100 00,2004 0.319 0,319 

Kalbsthymuspulver 16 0,2219 0.3548 04257 

Rindfleischpulver 150 0,2993 04007 0.4338 

Kalbsthymuspulver 32 0,4422 0,4837 0.5314 

“as 48 0,6623 0,5575 0,6115 


Daraus konnte ich folgende Formel erhalten : 
Y=(0,18+-1.024X) (1—0.4388X) 


Wenn wir aus dieser Formel die berechneten Werte des 
ausgeschiedenen Harn-H-K-N mit dem des gefundenen vergleichen, 
dann kann man ziemlich gute Ubereinstimmung zwischen beiden 
finden, wie in Tabelle I. bezeichnet. 

Wie in meinem Falle berechnete ich auch Nierenkoefticienten 
und Gewebskonstanten yon verschiedenen Individuen aus Unter- 
suchungsdaten der anderen Autoren, wie in Tabelle I. zusammen- 
gestellt. 
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Aufgenom- 


Ausg. mit Nachaus. 


Nachausschei- | 


Art u. Menge korrig. Harn-P-K-N dungs- Versuchs- ee Ort, 
der Nahrung P K N Dauer| person Jahr. 
. K-N (x)} gefund. | berechnet | Menge (Tage )| 
a=1,024 Gesunder Kikuchi, 
- b=0,4388 ; Mann Tokyo, 
Purinarme N. 0,0026 0,182 0,1824 1922. 
Rindfleischp. 50} 0,1015 0,253 0,2712 0,00 0 
es 100} 0,2004. 0,319 0,3512 0,00 0 
Kalbsthymusp. 16) 0.2219 | ¢4257| 03676 | o2127| 3 | 
Rind#leischp. 150} 0,2993 0,4338 | 0,4225 0,1986 3 
Kalbsthymusp. 32) 0,4422 0,5314 | 0,5098 0,1431 2 | 
5 48} 0,6623 0,6115 | 0,6122 0,162 3 
a=0,714 Gesuuder Burian- 
b=0,42 Mann Schur, 
Purinfreie N. 0,00 0,29 0,20 Leipzig, 
Rindfleisch 300) 0,159 0,284 0,29 22 0,00 0 /1900. 
Kalbsfilet 300) 0,172 0,295 0.2992 0,013 1 | 
Schinken 3L0} 0,189 0,318 0,3982 0,005 1 
Rf.250,Sch.20, Kaffee 30} 0,301 0,3415 | 0,3632 0,01 2 | 
Kalbsthymus 140} 0,4536 03246 | 0,3838 0,047 1 
Kalbsthymus 310) 0,0608 0,542 0,530 0,06 ef | 
a=0,1565 Gesundes Kaut- 
b=0,5965 Midchen mann- - 
Purinfreie N. 0,00 0,187 (187 Mohr, 
Rindsfilet 100} 0.0445 0,291 0,2145 0,00 0 \Prankfurt 
Kalbsileisch 100) 0,047 0.210 | 0,2152 | 0,0) 0 ia. M., 1902. 
TRindsfilet 150) 0,067 0,233 02282 0,00 0 
Schellfisch 180) 0,07 0,225 0,230 0,00 0 
Kalbstleisch 150) 0,071 0,252 0,230 0,08 2 
Kalbsfleisch 300) 0,141 0,299 0,269 0114 2 
Thymus 309) 0,947 0,393 0,3932 0,141 3 
~ | a=0,7118 | Gelenk- Umber, 
b=0,3975 rheuma- |Berlin, 
Purinfreie N. 0,00 0,21 0,21 tismus 1896. 
Rindstleisch 100) 0,953 0,252 (),2426 0,09 0 
Kalbsniere 500) 0,329 OTL 0,3821 0,09 1 
Kalbsleber 500} (0,480 0,4625 | 0.4465 | 0,10 1 
Kalbsthymus 500} 0,60 0,4880 | 0,491 0,20 2 
: a=0,934 Monoar- |Rozent- 
b=,1106 thritis jkowski, 
Purinfreie N. 0,00 0,202 0,0202 Warschau, 
Fleisch 80} 0,0318 0.2378 | 0,231 0,00 0 1905. 
is 180} 0,0954 | 0,2971 | 0,288 0,00 0 
< 258! 0,1365 | 0,3223 | 0,3244 | 0,00 0 
ss 290) 0.1536 0,3389 | 0,3396 0,00 0 
a 320} 0,1695 0,3807 | 0,3533 0,00 0 
eK 350) = 0,1853 0,3827 | 0,38640 0,00 0 ; 
i. a=0,89 - Gesunder /[Levin- 
b=0,695 Mann jtahl, 
Purinfreie N. 0,00 0,186 0,186 Miinchen, 
Xanthin 1,0] 0,24 0,3103 | 0,313 0,07 2 1912. 
os 1,2 0,288 0,3758 | 0,4104 0,09 2 
- 2,05} 0,49 0,3823 | 0,353 0,096 2 
ee 4,0 0,98 0,3333 | 0,339 0,0768 3 
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wo 


| Ausg. mit Nachaus. | Nachausschei- 
Art u. Menge mea, korrig. Harn-P-K-N dungs. __| Versuchs- |Autor, Ort, 
dey NoRSEa Ne Keke. )| gefund. | berechnet | Menge (Tape) Uae a 
; a=0,951 Gesunder |Mendel- 
b=1,048 M.(J.E.L.)\Lbymann, 
Purinfreie N. 0,00 Q,144 0,144 Yale, 19U9. 
Xanthin 1,0 0,369 0,319 0.3033 0,078 2 
Hypoxauthin 1,5 0,387 03204 0,3034 06,0734 3 
Adenin 1,0 0,414. 0,288 0,3033 0,091 2 
Guanin 5 0,556 | 0,2675 | 0,2805 0,056 1 
a=T,0SE Gesnnder 
b=0,964 Mann 
Purinfreie N. 0,09 0,189 | 0,139 (W.E.H.) 
Xanthin 1.0 0,369 0,345 0,3353 0,076 i 
Hypoxanthin 1,0 0,387 0,404 0,3380 0,132 2 
Adenin 1,0 0,414. 0,308 0,3405 0,09 3 
Guanin 165 0,556 0,3315 | 0,3313 0,072 2 
i= F a=0,32) Leuka- |Rotky, 
b=0,564 miker Prag, 1910. 
Purinferie N. 0,00 0,241 0,241 
Hypoxanthin 0,5 0.205 0,3252 | 06,3256 0,0592 ih 
Guanin 1,0 0,371 0,3680 | 0,3728 0,0624 1 | 
a=0,2559 \Gichtiker 
b=0,773 
Purinfreie N. 9.00 ONS |) Oats 
Hypoxanthin 0,5 0,205 | 0,1357 | 0,1354. 0,0096 1 
Guanin,. LO Oisrd | 01491 9.1505 0,00 0 
| a=0,3823 | Nephriti- 
| | b=0,32.6 ker 
Purinfreie N. 0,00 O15) OTs 
Hyypoxanthin 0.5 | 0,205 | 0, 3616] 0,276 0,00 0 
Guanin. LORS Osi 0.3237 | 0,307 0.0662! 1 
If. Der NIERENKOEFFICIENT BEI DER PURINAUSSCHEIDUNG. 
Um die Nierenkocflizienten bei individuellen Personen zu 


vergleichen, ordnet man die fur die Aufstellang der Formel yer- 


weudbaren Fille nach der Grésse des Nierenkoefticienten, 


foleendermassen : 


Endogenes Nierenkocf- 


| Gewebs- | eos | Ge. | 

seas ee | kon- | ae | | 
7 je > Jers . 
Purin | ficient | Jante | Pur | Versuchspers.| Ort 
Tes A re Arten 

0,139 4,98 | 0,964 frei. Pur, | Gesunder Yale 
018 Tego 0,4355 | Gewebe | Gesunder YVokyo 
OAL C,554 1,048 


als 


Antor 


Mend.-L, 
Kikuchi 


frei. Pur.; Gesnnder New Daven Mend.-t.. 
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Sere eee rales Anti : 
E, : of ant . bdek Versuchspers Ort | Autor 
~ 0,202 0,934 0,11 Gewebe | Monoarthrit. | Warsch. | Rozenkt. 
0,186 0,89 0.694 |frei. Pur.| Gesunder Miinchen | Levintahl 
0.187 0,7565 | 0,5965 | Gewebe | Ges. Midchen| Frankf. | Kaufm.-M 
0,2 0,744. 0,42 Gewebe Gesunder Leipzig 3urian-S 
0,21 0,74148 | 0,3975 | Gewebe | Gelenkrheum.| Berlin Umber 
0,241 0,624 0,564 | frei. Pur.| Leukimiker Prag Rotky 
0,215 0,3328 0,3246 | frei. Pur.| Nephritiker $ ” 
0,115 0,2589 | 0,773 | frei. Pur.| Gichtiker ¥ 3 


Aus dieser Tabelle scheint mir der Nierenkoefticient bezw. die 
Nierenpermiabilitiit gegen das Blut-P-K-N erdésger bei an purinarme 
Nahrung gewohnten Individuen als bei an purinreiche Nahrung 
gewOhnten zu sein, und hochst klein bei Gichtikern. Und die 
Nierenpermeabilitiét gegen das Blutpurin scheint mir auch keinen 
deutlichen Unterschied nach den aufgenommenen Purinarten zu 
yeigen, ob sie nun gebundenes oder freies, Amino- oder Oxy- 


purin sind. 


Ill. Dir GEwWEBSkKONSTANTE BEI DER AUSSCHEIDUNG DES PURINS. 


Die Eintliisse gexen den Wert der Gewebskonstante aulzu- 
finden, ordnet man die indivyiduellen Fille nach der Grosse der 
Gewebskonstanten und bekam so: 


TABELLE ITI. 


: remus Tiere | Goatees | ; 
Endogenes| Nieren- | Gewebs Rate. Petre 


Purin koctlicient | konstante Stone | Versuchspers. Ort Autor 
ue | a H b | 

O,144 0.951 | AC4S5 irene Purin Gesunder New Ilaven IL-t:. 
Q139 | 1,034 , 0,964 frei. Purin CGesunder 

0115 02539 0,773 frei. Purin Giehtiker — Prag Totky 
OSG O.S9 0,694 | fret. Porn Gesunder Minehen | tev. 


O.IN7 0.7565 | 0,5965 © Gewebe | ges. Midehen Frankt. K-M 
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"a Puna Koocent konstant ee Versuchspers. . Ort Autor 
0,241 0,621 0,564 frei. Purin| Leukiimiker | Prag Rotky 
0,18 1,024 0,4888 | Gewebe Gesunder Tokyo Kikuchi 
0,2 0,714 0,42 Gewebe Gesunder Leipzig | B. -S. 
0,21 0,7118 0,3975 | Gewebe Rheumatiker| Berlin Umber 
0,215 0,3823 0.3246 | frei. Purin| Nephritiker | Prag Rotky 
0,202 0,934 0,44 Gewebe | Monoarthrit. | Warschau| Rozent. 
0,155 0,6136 0,0606 | frei. Purin} Diabetiker Prag Rotky 


Aus dieser Tabelle scheinen mir die Gewebskonstanten (Gewebs- 
retention od. -verwertung u. a. moglich) von Gesunden grdsser 
bei Aufnahme des freien Purins als bei Aufnahme des gebundenen 
Purins zu sein, und gleichzeitig mehr nach der Menge des auf- 
genommenen Aminopurins als der des Oxypurins proportionell 
zunehmend. 

Noch kann man auch annehmen, dass je kleiner der Nieren- 
koefficient und die Gewebskonstante sind, desto mehr das zir- 
kulierende Blutpurin sich vermelrt. 


IV. Dim BezrExune DES NIERENKOEFFICIENTEN, DER GEWEBS- 
KONSTANTE UND DER MENGE DES AUFGENOMMENEN 
PURINS ZUR NACHAUSSCHEIDUNG DES 
HARNPURINS. 


Uber die Nachausscheidung des Harnpurins kann man aus 
Tabelle I, II, III folgendes zusammenstellen. 

1. Die Nachausscheidung des Harns tritt erst ein, wenn das 
aufgenoramene Purin eine gewisse Menge erreicht, u. z. scheint 
die Grenzmenge 0,15-0,20 P-K-N zu sein. 

2. Die Nachausscheidung des Harnpurins Gesunder dauert 
linger bei Aufnahme freien Purins (bezw. wenn die Gewebskon- 
stante grosser ist) als bei der Einverleibung des gebundenen 
(bezw. wenn die Gewebskonstante kleiner ist). 
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3. Die Menge der Nachausscheidung aber steht in ganz 
umgekehrtem Verhaltnisse zur Nachausscheidungsdauer, d. h. sie 
ist weniger beim freien Purin als beim gebundenen. 


~ 


V. ScHLuss. 


1. Dev Nierenkoeflicien (Nierenpermeabiliit gegen das Blut- 
purin) ist individuell verschieden u. z. grosser bei dem an pur- 
inarme Nahrung gewohnten Individuum als bei dem an purinreiche 
Nahrung gewodhnten und hoéchst klein beim Gichtiker. 

2. Die Gewebskonstante (Gewebsretention od. -verwertung u. 
a. des Blutpurins) von Gesunden ist grésser bei Aufnahme des 
freien Purins als bei der Einverleibung des gebundenen. 

3. Die Nachausscheidung des aufgenommenen Purins dauert 
langer bei Aufnahme des freien Purins als bei der Einverleibung 
des gebundenen, aber die Menge der Nachausscheidung steht in 
umgekehrtem Verhaltnis. 


Zum Schluss ist es mir eine angenehme Pflicht, dem Direktor 
unseres Instituts, Herrn Prof. Dr. Kakiuchi, fur seine freund- 
liche Leitung und weitgehende Hilfe bei dieser Arbeit meinen 
herzlichsten Dank auszusprechen. 


STUDIES ON HEMOGLOBIN. 
II. The Peroxidase Content of Blood. 
By 
HSIEN WU 


(From the Laboratory of Physiological Chemistry, 
Peking Union Medical College, Pelcing) 


(Received for Publication, October 10, 1922) 


Tt is still an open question whether the blood contains a true 
peroxidase. The peroxidase reaction of the blood, oxidation of 
guaiacum, aloin, benzidine, phenolphthalin and similar aromatic 
chromogens in the presence of hydrogen peroxide, has been shown 
by a number of investigators (Moitessier, 1904; Czyhlarz, 
u. von Furth, 1907; Buckmaster, 1907; Bertrand, 1911) 
to be given by hemoglobin and its iron containing derivatives. 
But it is not known whether all the peroxidase activity of the 
blood is due to hemoglobin. 

The statements given in different text books on this point 
are not concordant. Referring to the peroxidase reaction, Plimmer 
(1918, i) says, “It is not due to any enzyme as it is given by 
boiled solutions of blood”’ Robertson (1920) says, “This 
(benzidine reaction) depends upon the power of an enzyme or 
peroxidase which is present in blood, to decompose hydrogen 
peroxide” and again in the footnote “It is considered probable 
that hemoglobin itself is the agent which brings about this 
decomposition.” In enumerating the enzymes of the blood 
Mathews (1920) simply states that blood contains also peroxidase. 

As evidence for the non-existence of a true peroxidase in blood 
may be mentioned the finding of Czyhlarz and von Firth 
(1907) that, whereas true peroxidase accelerates the liberation of 
iodine from hydricdie acid by hydrogen peroxide, blood solutions 
exert no suchy influence. However, as pointed out by these 


ON THE BIOCHEMICAL STUDY OF THE RIPENING 
OF THE KAKI-FRUIT. * II. 


By 


SHIGERU KOMATSU ann HIDENOSUKE UEDA. 
(From Biochemical Laboratory, Kyoto Imperial University.) 


(Received for publication, November 20, 1922 


As has already been indicated, the Kaki-fruit consists essentially 
of carbohydrates. Compared to these, nitrogenous matters and 
fats are present in only small quantities. 

It has also been shown that the major portion of the carbohy- 
drates is in the form of simple sugar-fructose and glucose. 
(1922). 

In the present investigation, therefore, the transformation of 
the carbohydrates during the ripening of the fruit was specially 
studied. 

The sample used in this investigation was obtained from one 
tree, the sweet variety named Ansai, grown in Shirakawa, Kyoto 
located half a mile from the lahoratory. In one experiment, 10 
fruits were used—two from each of 5 sides of the tree—which were 
picked carefully by one of us, between 10 and 11 o'clock in the 
morning on the day on which the analysis was begun. 

The fruit was weighed and 7/8 parts of the sample used for 
the determination of simple sugars, pectin, polysaccharides, Shibr 
and organic acids. The remainder of the sample (1/8 part of the 
fruit) was dried at 98° to constant weight and used for the deter- 
mination of water, nitrogenous matter, shibu and carbohydrates. 
The expressed and extracted juices were prepared from the pulp — 


*The expenses of this investigation were shared by the Government Depart- 


ment of Education. 
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the edible part of the fruit, freed from seed and skin—by the 
process described in the previous article. 


The acidity of the juice was determined with ay Ba(OH), 


solution using phenolphthalein as an indicator. The pectin was 
precipitated from the juice on adding 91% alcohol until the alcohol 
content reached 509% by weight, which after washing with 509% 
and 919 alcohol and finally with ether, was dried at 105° to 
constant weight and weighed. The greater part of the alcohol in 
the filtrate from the pectin, was distilled off under reduced pressure 
and the residue, diluted with water, was used for the determination 
of the shibu by the gelatin method (Trimble. 1892). 

Glucose, fructose and cane sugar were estimated in the filtrate 
from the shibu-precipitate, by the measurement of the reducing 
power of the Fehling’s solution, before and after inversion with 
hydrochloric acid, and of optical rotatory power, The residue of 
the pulp insoluble in hot water, called ‘“‘mare”’, was dried of 
98° to constant weight and then powdered, The marc was coloured 
brown when the fruit reached maturity. For the estimation of 
polysaccharides, 5gm, of the mare were heated with 200 ec. 1% 
HCl for 8 hours in a waterbath and filtered ; and the residue was 
again boiled with water for 3 hours and then filtered, suction 
being used. 

he combined filtrate was made up to 250 cc. neutralized 
with sodium bicarbonate and clarified with basic lead acetate and 
sodium sulphate successively, and then the total amount of re- 
ducing sugar in the solution was determined with the aid of 
Fehling’s solution. The hexoses in the solution were then 
fermented off with bottom yeast from the Nippon-Beer Oo, 
obained through the courtesy of Dr. Makoshi, while the pentoses 
formed by the hydrolysis of the polysaccharides remained unaffec- 
ted. 

The alcohol and other products formed in the fermentation 
were removed from the solution by distillation at reduced pressure 
and by means of basic lead acetate and sodium sulphate, and 
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the non-fermented pentose were estimated by means of Fehling’s, 
solution. To estimate cellulose, the residue insoluble in 1% 
HCl solution was digested with 200 ce. boiling 1.25% NaOH 
_Solution for $ hour and then with 200 ce. boiling water for 30 
minutes and filtered. The residue after treating with alcohol 
and ether, was dried at 105° to constant weight. The dried 
substance was incinerated in a crucible, and the weight of the 
ash subtracted from the total weight of the dried substance, was 
assigned as crude fiber. (H. A Spoehr, 1919) 


TABLE I. 
is Bs teal Aneel 'g2 
Bee a bee e ae ieee 
as |e! 52) 2 | *alas)] & Hee 
Dater|. 3 ae leoele® S liste isa es [alors Remarks. 
B |S |24/o6 | g (BSS) & Eee 
= ie it | & (Silas In & 
F aie 32 
gm.| gm} :gm| gm | gmj gm| gm] gm 
Sep.20) 79.0) 65.4] 1.85] 6.59] 0.20} 0.14] 0.83) — — 
21} 85.0! 68.0] 241} 6.43| 0.12] 0.11] 0.49] 0.56| -227 | steen skin, strong 
astringent taste. 
24, 80.0} 65.1} 1.87] 5.63} 0.22] 0.07} 0,34) 046, ~24/ 


27) 85.0| 67.7] 2.08} 5.70} 0.34] 0.07] 0.17} 0.69} -23” 


30} 85.5] 69.4) 2.20} 6.62} 0.38} 0.07} 0.41} 0.78; -16/ 


Oct. 3} 87.0] 71.7] 2.39} 6.66] 0.35] 0.07] 0.17} 0.76: +9 
_17/ | Becomes Yellow 
appear from spots 


7| 828} 69.4] 238] 7.16} 0.42) 0.07} 0.27) 0.74) -97 Wee pulp, indicates 
ripening. 


10] 100,5| 85.0] 3.21] 8.80] 0.65] 0.07} 0.08/ 0.44} -15/ | yenow in colour. 


5| 81.7] @5.7] 1.93] 6.72} 0.28] 0.06} 0.28] 0.64 


_36/ | Brown spots 
markedly, « little 
297 | acrid taste. 
No. acrid taste. 


14) 102,7| 88.0} 3.29} 9.29} 0.81] 0.06; 0.11} 0.40 


16) 105.0} 81.8] 3.08} 8.66} 0.56; 0.06/ 0.10) 0.34; 
20| 107,2| 88.0] 2.84] 9.39} 0.62] 0.06] 0.13] 0.78, -43/ 


24] 111,8| 92.0] 3.26] 10.36] 0.89] 0.06} 0.06} 0.67) -34/ 
b ar Softening of the 
Nov. 2} 130,5] 108.0} 3.53] 11.74] 0.72] 0.07} 0.18 ee | yu | hak hee 
15) 131,7| 106,9| 3.27! 13.49] 0.83| 0.09} 0.04 0.56 -1°56’ . 
| | flesh softens, diff- 


Dec. 7] 129,0} 108.6] 3.28! 13.57} 0.24]-0.10; — ees — | icult to peel the 
[ae skin. 
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TABLE IL 
Percentage in “ Pulp”. 
Reducing Cane Acid as emp Pectin Water 
sugar sugar | malicacid ca % % 
% % % % 
Sep. 2) 9.774 0.305 0.207 1.269 
2 9.457 0.181 0,158 0.719 0.823 83.2 
24 8.652 0.342 0.107 0.525 0.714 82.5 
27 8.420 0.501 0.105 0.253 1.014 82.8 
30 9.537 0.550 0.101 0.597 1.125 82.3 
Oct. 3 9.285 0.481 0.100 0.303 1.062 81.9 
5 10.23 0.430 0.099 0.424 0.968 81.9 
7 10.31 0.610 0.104 0.390 1.069 82.4 
10 10.36 0 769 0.086 0.096 0.516 84.1 
14 10.56 0.920 0.070 0.130 0.457 82.6 
16 10.59 0.687 0.067 0.124 0.414 82.0 
20 10.67 0.702 0.070 0.146 0.890 81.9 
24 11.26 0.965 0.065 0.067 0.733 8).5 
Nov. 2 10.87 0,668 0.068 0017 0.582 80.8 
15 12.62 0.779 0.083 0.034 0.523 80.9 
Dec. 7 12.71 0.219 0.084. — 0.630 79.6 
TABLE IIL 
Percentage in dry “ Mare”. 
Total sugar Pentose Hexose Crude fiber 
% %. % % 

Sep. 29 18.71 14.62 4.09 15.33 

21 14.04 =— —_ 15.28 

24 15.52 8.11 TAL 15.77 

27 18.01 1058 7.43 13.74 

30 19.60 16.03 3.57 15.78 

Oct. 3 19.14 14.51 463 14,02 

5 17.57 16.66 0.91 15.92 

ul 21.27 17.21 4.06 12.16 

10 20 86 17.89 2.97 10.61 

14 21.40 17.48 3.92 12.01 

16 18.49 16.25 2.24 10.92 

29 19.08 16.07 3.01 11.61 

24 20.08 14,62 5.46 11.27 

Nov. 2 23.46 19.63 3.83 11.05 

15 24.69 23.74 0.95 10.81 

Dec. 7 19.49 18.28 1.21 11.21 
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TABLE IV. 


Percentage in Dry matter. 


water | Total | ing | Gane, [alscose- (AS atalie(as Gala] Peatn 
sugar meer acid) tannin 
%. % % % % % % 
Sep. 20 
21 83.2 57.36 56.28 1.03 1.62:1 | 0.940 4.28 4.99 


o4| 825 | 5139 | 4944 | 1.95 | 160: 0.613 | 238 4.08 

27] 828 | 51.87 | 4896 | 291 | 164:1]| o608 | 1.47 5.90 

39 | 823 | 5699 | 53.88 | 3.11 1.65:1 | 0.568 | 3.37 6.35 

Oct. 3] 819 | 5395 | 5129 | 266 | 1.85: | 0.553 | 1.67 5.87 
81.9 | 5888 | 5650 | 238 | 1671] 0509 | 234 5.35 

G24 | 62104. | “5857 | S47 1972 | 0889") 2.99 6.07 

10 | 841 | 69.99 | 6515 | 48£ | 1.701 | 0513 | 0.604] 3.25 

14| 826 | 6599 | 60.70 | 5.29 | 1.59: | 0403 | 0.75 2.63 

16] 820 | 6265 | 5883 | 3.82 | 1.67:1| 0371 | 069 2.30 

20| 819 | 6283 | 5895 | 3.88 | 1541] 0386 | 0.81 4.92 

24) 805 | 6269 | 57.75 | 494 | 1.60:1| 0.333 | 0.34 3.76 

Nov. 2] 80.8 | 6010 | 5662] 348 | 1.6011 | 0352 | 0.09 3.03 
15 | 80.9 70.16 | 66.08 4.08 1.19:1 | 0.436 0.18 2.74 
Dée, (7 || 79.6 F4= 63:87" | 6230) 1.07 = 0.434 = 3.09 


In table I and Fig. 1 the condition of the fruit on the tree at 
the time of sampling and the results of the analysis calculated in 
grammes per fruit are shown. The figures given in tables II, III 
and IV, and Fig. 2, 3 are percentage results for weighed samples 
of whole fruit. 

5-8 gm. of the dried sample—from 1/8 parts of the fruit—were 
digested with 1 gm. sodium carbonate and 100 ce. 919¢ alcohol 
in a water bath for 3 hours and filtered. The residue was again 
extracted with hot alcohol. The total alcohol extract was distilled 
at reduced pressure to expel the most of the solvent and tho 
residue dissolved in 100 ce. of water. The sugar content in the 
solution was estimated by means of Fehling’s solution. The 
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optical rotatory power of the clarified solution with animal charcoal 


was determined. 


The residue insoluble in hot alcohol was extracted by boiling 
with 200 cc. water for 3 hours for estimation of pectin and shibu 
by the method described above. The polysaccharides and cellulose 
in the residue insoluble in hot alcohol and water were estimated 


by the usual process. 


The results are shown in table V and 


Fig 4. 
TABLE VY. 
Percentage in 3 Dry matter. 
Total rl > Poly- N eeGats Pectin Ash Crade 
sugar | near sacchr. | tannin) fiber 
' % % % % % % _ 36 % 
Sep. 20 
21| 1869 | 1412 | 457 | 0490 | 3.76 | 724 5.10 7.27 
24| 23.98 | 1845 | 553 | 0.444 | 299 | 648 | 3.80 | 7.00 
27 | 31.11 | 2607 | 5.04 0457) 3.07 |) 5.17 3.83 = 
30] 36.50 | 3211 | 3.89 | 0.467 | 7.07 3.76 | 3.93 | 679 
Oct. 3] 35.71 | 31.88 | 383 | 0464 | 308 |- 5.11 3.18 | 6.69 
4483 | 40.99 | 384 | 0.455 | 5.75 5.92 | 356 | 5.76 
7) 36.85 | 32.11 | 4.74 | 0479 | 503 | 5.65 | 342 | 5.72 
FM) SBR ee IP Sipe | BIBT 0.469 2.16 4.06 3.47 5.85 
14] asin | 30.65) 844 | 0908 | 297 | 510 | 270 | 606 
16| 4342 | 40.00 | 342 | 0.383 | 336 4.98 2.90 5.26 
20) 43.1 39.75 | 335 | 0.460 | 349 | 557 3.11-| 6.05 
24] 19.147 | 4693 | 254 |-0476 | 5.42 | 652 321 | 5.14 
Nov. 2| 1919 | 4651 | 263 | 0453 | 247 | 443 | 28) | 485 
Phil) TES | Seas hess ona 5.12 32t | 5.44 
Dec. 7} 45.18 | 42.74 | 244 | 0.492 | 284 | 4.74 284 | 5.53 


a 


The actual weight of the fruit and pulp increased until Nov. 


2nd with constant water-content. 


reducing sugar increases, the shibu-content decreases. 


While the total amount of the 


At the 
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beginning of October, the colour, flavour and taste of the fruit show 
the fruit has attained maturity. The most interesting feature was 
that such physical changes in the fruit, were attended by a 
: change in the chemical composition especially in the amount of 
shibu and sugars. When the ripening commenced, the shibu- 
content decreased markedly while on the other hand the reducing 
sugar content increased, a3 indicated in Fig 1. 

As to the nature of the ripening of the Kaki-fruit, the authors 
were forced to take the following facts into consideration : 

Ist: The reducing sugar-content increases. 

IInd: The soluble shibu-content decreases. 

With regard to the source of the reducing sugar during 
maturity, the authors can readily imagine it to be one of the 
polysaccharides such as cane sugar or pectin, since the proportion 
of fructose to glucoze was almost constant, as seen in table IV 
and Fig 2. 

The amount of pectin decreases constantly. Although pentosans 
show a constant increase, the amount of hexosans decreases. Cane 
sugar content thus reaches its maximum at the beginning of 
November. 

As a matter of fact, in the sodium carbonate extract there is 
present a large quantity of shibu, notwithstanding the water- 
soluble form was small, as shown in the table V. and Fig 4. The 
authors, therefore, with respect to the disappearence of the shibu 
in the fruit, were of the same opinion as Bigelow, Gore and 
Howard, that when the fruit has reached maturity, one part 
of the shibu becomes insoluble. We find no chemical evidence 
in our results to support the theory that the shibu becomes 
insoluble on combining with pectin or some other substance. 
(Kumagai and Tazaki. 1922) 

The pectin isolated from mature fruit, as the authors have 
mentioned before is brown, and the colouring is remarkable in 
that from the astringent variety. 

It was also noticed that the cellulose prepared from the 
mature fruit was attended by a dark brown compound. The 
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coloured substance associated with pectin and cellulose may 
naturally be considered to have originated from the shibu. One 
of the authors, however, has recently prepared colourless pectin 
from the desiccated Kaki. And it was observed that the major 
part of the brown substance was present in the alkali and acid 
extracts of the mare, which was shown as soluble-non-nitrogenous 
matter in table III and Fig. 3. The shibu made from an astringent 
variety of the Kaki-fruit, was found, when treated with cone. 
mineral acids or glacial acetic acid, to yield a brown precipitate 
which showed similar properties to the brown substance isolated 
from the desiccated fruit. 

The authors were therefore led, by such a distinctive feature 
to the notion that the shibu should be classified as phlobatannin. 
(A.G. Green and A.E. Everest, 1918). 

Details of further experiments on the nature of shibu will be 
communicated in the next article. 
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ON THE BIOCHEMICAL STUDY OF THE RIPENING 
OF THE KAKI-FRUIT* II. CHEMICAL COM- 
POSITION OF THE CURED FRUIT. 


By 


SHIGERU KOMATSU, HIDENOSUKE UEDA 4anp’ MOTARO ISHIMASA. 
A 
(From Biochemical Laboratory, Kyoto Imperial University.) 


(Received for publication, November 20, 1922.) 


There are, in Japan, two processes to remove the unpleasant 
acrid taste of the astringent fruit by artificial means, one is the 
dry method and the other is the wet. To cure the full-grown 
fruit, which has still a Strong acrid taste, it is peeled and then 
kept out of doors for a few weeks, or the whole fruit is kept for 
a few days in warm water or alcohol vapour. (S. Sawamura. 
1902) 

The simple sugars found in the cured fruit prepared by both 
dry and wet processes, were confirmed to be d-glucose, d-fructose 
and sucrose, by the investigation of the physical and chemical 
properties of the isolated compounds. 


I. THE CURED FRUIT PREPARED BY, WET PROCESSES. MomIpzu. 


The fruit grown at Seta, Shiga-ken, is esteemed for eating 
after the acrid taste has been removed by curing with warm water. 
The fruit examined was picked on Oct. 20 and cured on the same 
day by the specialist at Seta, with warm water, and on the next 
day the gther sample was cured by one of us with alcohol vapour. 

The water extract of the cured fruit was prepared by the 
usual process and the sugars in it were determined, with the 
following results : 


* The expenses of this investigation were shared by the Government Depart- 
mment of Education, 
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Cured by 
Warm water A’evhol vapour 

Wt. per fruit 165 gm. 166 gm. 
Wt. pulp per fruit 139.0 136.0 
5 fruits-extract 398 ce. 486 cc. 
Pulp 610 gm. 595 gm. 
Q@p in 1 dm tube -66' -66’ 
Red. sugar in extract 59.7 gm, 64.58 gm. 
Sugars in pulp per fruit 

Total sugar 13.87 gm. 14.95 pm, 

Red. sugar. 13.87 gm. 14.86 gm. 

Cane sugar — 0.09 gm. 

Fructose 5.87 gm. 6.18 gm. 


Glucose 8.0) gm. 8.68 gm. 


II. THE DESICCATED FRUIT. 


In the course of the proparation of the desiccated fruit, a white 
powder is naturally deposited on the surface of the peeled fruit, 
which is considered as one of the important things for the valuation 
of the quality of desiccated fruit as merchandise. 

To study the chemical composition of the powder and fruit 
separately, the powder was carefully swept off with a brush or 
washed off with cold water. The powder was dissolved in cold 
water and filtered off from the insoluble dust admixed mechanically 
during the desiccation of the fruit. The sugars in the solutions 
prepared in both ways, were estimated by determining the reducing 
power of Fehling’s solution and also the optical rotatory power 
of the solution. The sugars found in the powder, consisted of d- 
glucose and d-fructose. 


1. Déj6hachiya, Ogaki, Gifu-ken. 


Sample was purchased from the merchant at Ogak', (a) 21 
gm. white powder obtaised from 100 fruits weighing 2210 gm. 
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(0.21 gm. per fruit weighing 22 gm.) which contained Lis 
water. 

10.5 gm. of the dried substance freed from insoluble dust, was 
dissolved in 250 cc. water, and the solution showed the specific 
“rotatory power a@p=-+1.°50' in 1 dm. tube, and contained 10.035 
gm. reducing sugar calculated as d-glucose by means of reducing 
power of the Fehling’s solution. 

The glucose and Fructose-ratio in the powder, therefore is 94:6. 

The solution was evaporated to thick syrup under reduced 
pressure and then dissolved in glacial acetic acid. On standing 
solution in an ice-box, d-glucose was crystallized out, which was 
separated by filtration. The yield was 7.9 gm. 

The crystals melted at 147-8° and showed the mutarotation in 
water solution : 


[a}p= aoe — +102.5° after 15 minutes 
[a Joe = +60" after 5 hours. 


On concentrating the filtrate from glucose crystals, 0.6 gm. crys- 
tallized sugar was obtained which melted at 142-3° and showed 
the following mutarotation in the aqueous solution: 


[e aijp=- = +100°, after:15 minutes 
cnr) 


[a Jo I = $55.25 after 20 hours 

The mother liquor separated from d-glucose crystals, was diluted 
with water and then distilled off acetic acid under reduced pressure, 
and the residue dissolved in 50 cc. water, the solution showed 
p= —33’ in 1dm. tube. (b) 1) 50 gm. of pulp containing 
24.69% water, were extracted with 500 ce. hot 909% and the residue 
was again treated with 200 cc. hot 809% alcohol. The simple 
sugars in the combined extract, were determined : vr 

24 gm. reducing sugar and the 11 gm mare. 

2) 40 gm. of the pulp containing 20.8% water, were treated 
with 300 cc. water and 2 gm. calcium carbonate in a water bath 
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and the sugars in the extract were estimated: 19.8 gm. reducing 
sugar, 0.14 gm. cane sugar. 500 cc. of the solution showed 
@yp=—6’ in 1 dm. tube. 

3) 40gm. of the pulp (21.8% water), were extracted by 
boiling with 200 cc. water for three hours, and the sugars in the 
extract were determined, after removing pectin and shibu by the 
usual method : 

18.1 gm. reducing sugar, 0.5 gm. cane sugar 

250 cc. of the solution showed —47 in 1 dm. tube. 


Reducing sugar (in%) Ratio of Fructose to glucose Canesugar (in%) 


Ns 63.9 44.5:55.5 0.98 
2. 62.5 44.7:55.3 0.45 
3. 57.9 44.7:55.7 1.6 


The pectin in the fruit, was estimated by both the alcohol and 
the calcium chloride methods (M.H. Carre and D. Haynes: 1922) 
and the results were 1.02% and 1.24% respectively. 

In another experiment, 1492 gm. of the pulp from 83 fruits 
was washed with cold water to remove the white powder and 
then the sugar was extracted with 13300 cc. water in a water 
bath in three operations, and 7110 cc. of combined extracts and 
298 gm. marc dried at 95° to constant weight, were obtained. 

The water used in the washing, contained 39.5 gm. reducing 
sugar, calculated as d-glucose with the ratio of glucose to fructose 
90:10 and the water extract 24.1 gm. pectin (1.4%), 2.4 gm. 
shibu (0.13%) and 657.6 gm. red. sugar (37.39%), with 42.6:57.4- 
as the glucose and fructose ratio. 


2. Desiccated Fruit, Tsingtau, China. 


The sample was bought in the open market in Kyoto. 
(a) 42 gm. white powder obtained from 61 fruits weighing 1354 
gm. (0.68 gm. per fruit weighing 22 gm.). 17.9 gm. of the substance 
containing 1.7 gm. water and 2.9 gm. insoluble matter, were 
dissolved in. 250 cc. water. The solution, showed ap=1.°55' in 1 
dm. tube contained 13.37 gm. reducing sugar calculated as glucose 


The Ripening of the Kaki-fruit. 305 


The glucose-fructose-ratio was 88.2:11.8. 9.6 gm. crystals were 
isolated from the solution in the usual way, which melted at 145- 
146° and showed the following mutarotation in the water solution : 


[@p>=— > = 100" after 15 minutes 
[ol]p= XO = 52.5" after 20 hours. 


The mother liquor separated from the d-glucose crystals, was 
diluted with water and subjected to distillation under reduced 
pressure to expel acetic acid, and the residue dissolved again in 
25 cc. water. The solution showed ep== —1.°40’ in 1dm. tube, 
and contained 1.57 gm. reducing sugar calculated as d-glucose, 
whence 
1.40x100 _ 

6.23 


(b) 188 gm. of the pulp from 10 fruits, consisted of 4.5 gm. 
reducing sugar with the reducing sugars ratio 8:92 obtained from 
the white powder and 102.3 gm. reducing sugar from 900 ce. of 
the pulp-water-extract, which showed the specific rotatory power 
@p=—12° in 1dm. tube; and 3.6 gm. cane sugar. The reduc- 
ing sugar ratio, therefore, in the fruit was 49:51 


[a]p= — 26° 


3. Oshibu, Akano, Kochi-ken. 


The sample came into our hands at the end of Feb., and 
we soon started on the analysis. 
(a) 35 gm. of the powder were obtained from 52 fruits weigh- 
ing 2236 gm. (0.63 gm. per fruit), which contained 139% water. 
10.24 gm. sample dried at 100° to constant weight, free from 
dust and other insoluble matters, were dissolved in 250 ce. water. 
The solution showed @)=+1.°50’ in 1 dm. tube, and contained 
10.87 giz. reducing sugar calculated as d-glucose. 

The glucose-fructose-ratio in the powder was 93:7. 9egm. d- 
glucos? (M-p 147-147.5°) were actually isolated from an acetic 
acid solution in a crystalline state, and for its confirmation, the 
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rotatory power of the water solution was observed with the 
following result : 
1,20 x 100 _ 


ferry: 

The filtrate was diluted with water, and subjected to distilla- 
tion under reduced pressure to distil off acetic acid, and the 
residue dissolved in 59 cc. water. It showed ap=—0.5° in 1dm. 
tube. 

d-Fructose was isolated in the crystalline state from the residue 
separated from d-glucose-crystals; on standing the glacial acetic 
acid solution on sulphuric acid desiccator in an ice-box, d-fructose 
was deposited which separated from mother liquor, recrystallized 
from glacial acetic acid solution. It melts at 97.5-98°. 


This was identified by determination of the optical rotatory 
power in water solution, becoming constant when 


[a]s— - 1.55 x 100 = 1209 08 
2.076 

(b) 1) 74 gm. of the pulp containing 269% water, were treated 
with 650 cc. water in a bath in two operations, and 41 gm. 
reducing sugar in 500 cc. extract were found, and the specific 
rotatory power of the solution was observed to be ap=—I1.17 in 
1 dm. tube. The cane sugar content was determined to be 0.64 
gm. by means of HCl-inversion. 

2) 60 gm. of the pulp (22.69% water) were treated with 2 
em. calcium carbonate and 500 cc. water in a water bath for 1.5 
hours in two operations, and in 500 ec. of the extract with the 
specific rotatory power &@p=—1.5 in 1 dm tube, 35.2 gm. reduc- 
ing sugar and 0.41 gm. cane sugar estimated by the usual 
method, were found. 

3) 50 gm. of the pulp containing 22.6% water, were treated 
to extract the sugars only with 500 cc. 909% alcohol in a water 
bath for 5 hours in two operations. 

The extract thus obtained was distilled at reduced pressure to 
drive off aleohol and then the residue diluted with water to 500 ce. 


+56° after 20 hours 


The Ripening of the Kaki-fruit. 307 


33.1 gm. reducing sugar and 0.5 gm. cane sugar were found to 
be contained in the extract, which showed the specific rotatory 
power &)-=—1.5 in 1 dm. tube. 


= Reducing sugar (in%) Ratio of Fructose to glucose Cane sugar (in %) 


lis 74.9 47.5 : 52.5 1.2 
2. 78.4 48.0 : 52 0.91 
3. 76.0 48 2: 51.8 1.2 


The pectin and shibu-contents in 55 gm. of the pulp, were 
estimated as usual, with the results of 0.489% and 0.66% 
respectively. 


4. Dextro- Glucose. 


The hexose isolated from the water extract of the desiccated 
Dojohachiya, melted at 142-143°. 

The optical rotatory power of 29% aqueous solution of the sugar, 
was observed to be [@]p>=+95° ten minutes after the solution 
was prepared, which decreased on standing for eight hours, 
becoming constant when 

[@]p = 50.6° 
d-Glucose isolated in the crystalline state from the water extract 
of the desiccated Oshibu, Tosa, melted at 142-143° and a 2% 
solution showed mutarotation: [a@])=-+95° ten minutes after and 
finally [a]p= +50.1° 


5. Fructose. 


(A) The sngar was isolated from Oshibu in the crystalline 
state from the mother liquor separated from d-glucose crystals, on 
standing in an ice-box for a few weeks. It melted at 96-96.5° 
and showed the following mutarotation : 


oD9! 
[e]i= — 2.°22' X100 _ _105.°2 after 5 minutes. 
2.407 
—2.°13'x100 _ 


[elo = 9 407 


=e ee 2 hours. 
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(B) d-Fructose isolated from the extract of the desiccated 
Dojohachiya, melting at 94.5-95.°5 and showed the following 


mutarotation : 


fe) 
fais ea —100.° 7 minutes after the solu- 
one tion was prepared. 
Oo 
[e]5=— a i 90° = 2 hours. 
SUMMARY. 


1. The cured fruit prepared by dry and wet processes was 
studied and d-glucose, d-fructose, pectin and shibu were isolated 
from the water extract of the pulp. 

Sucrose was confirmed by inversion with acid, to exist with 
other sugars in the fruit. 
2. The white powder deposited on the desiccated fruit has been 
proved to consist of d-glucose and d-fructose only. 
3. The glucose-fructose-ratio in the powder is about 90: 10, 
while that in the pulp of the same desiccated fruit is 54:46. _ 
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ON THE BIOCHEMICAL STUDY OF THE RIPENING 
OF THE KAKI-FRUIT, IV. CHEMISTRY OF 
THE CURING PROCESS. 


By 
SHIGERU KOMATSU anp HIDENOSUKE UEDA. 
(From Biochemical Laboratory, Kyoto Imperial University ) 


(Received for publication, November 20, 1922.) 


Some chemical changes of the carbohydrates, which take place 
in the astringent fruit by curing artificially were investigated in 
connection with the study of the ripening of the sweet variety. 
The samples used in the present investigation were three different 
strains of astringent variety grown in different climates. 

The pulp prepared from ¢ parts of a full grown. fresh fruit, 
was treated with boiling water to extract the sugars and other 
soluble substances. The acidity, pectin, shibu, reducing sugar and 
cane sugars of the water extract were determined. The content of 
polysaccharides in the mare was also estimated. The quantity of 
water, nitrogen, carbohydrates and ash in the fruit was determined 
from the remainder ({ part) of the sample. 

On the other hand, fresh fruits of the same strain were cured 
with warm water by the specialist at Seta, and were also treated 
with alcohol vapour by one of us. Peeled fruits of the same 
strain were subjected to a desiccating process by being kept out 
of doors. 

The cured fruits from which the unpleasant taste was removed 
by the treatments above mentioned, were analysed and the results 
are shown in the following table with those obtained from the 
fresh fruit. 

The methods used in the present investigation were the same 


* The expenses of this investigation were shared by the Government Depart- 


ment of Education. 
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as those described in the second article. (S. Komatsu and H. 
Ueda, 1922). 

The full-grown Momidzu weighing 181.5 gm. per fruit (159 
em. pulp), grown at Seta, Shiga-ken, and picked on Oct. 20. 
contained 839 water and 18.1 gm. of reducing sugar with the 
elucose-fructose-ratio 1.7. 

When the fruit was cured with warm water on the same day 
and also with alcohol vapour on the day after the sample was 
picked, the sugar-content decreased to 13.9 gm. and 15 gm. with 
the reducing sugar ratio 1.4 and 1.5 respectively. 

The fruit desiccated in the air for 7 months, weighing 32.4 
em. per fruit, contained 0.3 gm. white powder and 10.8 gm. 
total sugar with the reducing-sugar-ratio 1.3. 

Yakigaki, grown at Seki, Tamba, picked on Oct. 25th, 
weighing 69 gm. per fruit (57 gm. pulp), contained 809% of water 
and 7 gm. total sugar with 1.6 reducing-sugar-ratio. On keeping 
the peeled fruit in the air till Nov. 4th, the total sugar content 
decreased to 5,4 gm. with reducing sugar ratio 1.5, while the 
weight of fruit kept for 7 months decreased to 11 gm. consisting 
of 209 water, 0.18 gm. white powder and 3.8 gm. total sugar, 
with 1.1 reducing-sugar-ratio. 

Marugaki grown at Hyakumanben, Kyoto, weighing 74 gm. 
per fruit (63 gm. pulp), contained 6.3 gm. total sugar with re- 
ducing-sugar-ratio 1.6. When the fruit was desiccated in the air 
for two months, the weight was reduced to 13.4 gm. (11 gm. 
pulp), of which the total sugar was 4.5 gm. with the reducing- 
sugar-ratio 1.4. 

The loss of reducing sugar in the fruit, by drying in the air 
for 20, 60 and 210 days, was 20%, 30% and 40% of the total 
sugar respectively, which may be explained by taking the following 
assumption into consideration : 

1. The respiration of the fruit. 

2. The deposition of the sugar as the white powder on the 
surface of the fruit, in the course of the desiccation. 

The assumption that the decomposition velocity of d-glucose 
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into carbon dioxide and water by the respiration of the fruit, is 
greater than that of d-fructose, can be easily understood from a 
comparison of the behaviour of these sugars towards nitric acid 
and also towards Aspergillus niger (Kiliani, 1921; F. Czapek, 


1913). 


Thus the reducing sugar ratio in the fruit cured by desiccation 
in the air, was decreased from 1.7 to 1.3 in Momidzu, from 1.6 
to 1.1 in Yakigaki and from 1.6 to 1.4 in Marugaki respectively. 


Wt. | pulp | marc |Reduc- cane Tannin 
per | per per | ing one (gallo- | Pectin} Date 
fruit | fruit | fruit | sugar | *® 8 tannin) 
Momidzu 181.5} 159.0); 26 | 17.82] 0.27 2.03 0.85 |Oct. 20 
35 warm water 165.0 | 139.0) 3.7 | 13.67) — 0.29 0.68 | :,, ‘29 
oy alcohol vapour | 116.0] 136.0} 2.2 | 14.86] 0.09 0.12 0.80} ,, 30 
Maru-gaki 74.2) 63.0) 1.1 6.03} 0.22 0.438 | 0.38 | ,. 10 
3 desiccated 13.4] 11.1) 1.3 44.4] 0.03 — 0.16 |Dec.15 
Yaki-galei 69.0 XeSeh || Path 6.91 | 0.08 0.28 0.23 |Dec. 25 
op desiccated 148) 12.4] 1.6 6.48] 0.12 — 0.50 |Nov. 4 
Percentage in dry substance, (98°) 
Redue- peldity| Tannin’ |) a» | outlay 
Water| ing eae malic (gallo- Pectin! Re at oe 
sugar acid | tannin) vatiot tone 
a % % | % |_% %. %. 
Momidzu (Seta) |Oct.20.} 83.0 | 65.70] 1.01 | 0.657) 7.52 3,14 | 1.68:1:|—17/ 
+» (warm water) 26.) 84.0 | 61.19} — | 0.676] 1.31 3.06 | 1.86:1 |—1.°6/ 
Boone 30.| $2.9 | 63.46| 0.47 | 0.510] 0.497 | 343 | 1.40:1 |—1°6/ 
vapour) 
Yaki-galei 25.) 80.3 | 60.77] 0.50 | 0.635] 2.55 2.08 | 1.65:1 |—22/ 
» (desiccated) [Nov. 4.) 10.0 | 58.05] 1.93 | 0.691 — 4.50 | 1.52:1 |—56/ 
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Percentage in 1/8 dry substance. 


t 


Reduc- | Poly- | Nitro- | Tannin 
ing saccha- | genous | (gallo- | Pectin 


ree Crude 


sugar | -rides | matter | tannin) sie 
= % % % %. % 20 20 
Momidzu 47.84. 3.93 0.41 5.07 5.29 2.97 4.97 


(warm water) | 31.79 | 3.95 | 051 | 3.73 | 5.32 | 289 | 5.70 
}(alcohol vapour)| 29.92 | 3.36 | 042 | 358 | 488 | 303 | 5.21 
Yulei-gakei 44.41 | B63 || O47 | 454 4.75 2.84 5.11 


», (desiccated) 39.63 1.85 0.52 6.78 3.02 3.47 4.71 


As seen in the foregoing table, the acidity, the soluble shibu- 
content in the fruit cured by both wet and dry processes, decreas- 
ed markedly as observed in the ripening process of the sweet 
variety. In the former case, the reducing sugar-content also 
decreased especially in the desiccated fruit, while in the latter the 
sugar content was increased in maturity, 

It may be concluded that the chemical processes involved in 
the ripening of the sweet variety and in the curing of the astrin- 
gent variety by artificial means, are the disappearance of the 
soluble shibu, which is transformed into an insoluble substance 
and to the decrease of the glucose-fructose-ratio. The fact that 
the desiccated fruit was rich in sweetness compared with the ripe 
fruit of the swect varicty or with fruit of the astringent variety 
cured by other process:s, can be explained by the higher content 
of d-fructose in the former. 

The sugars in the white powder deposited on the peeled fruit 
Showed about 7 times the glucose-fructose-ratio of those in the 
pulp of the same desiccated fruit. 

Does the cause of this difference originate in the diffusion 
velocities of the two sugars through the cell membrane in the 
fruit or must it be ascribed to other reasons ? 


The Ripening of the Kaki-fruit. 
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SEROLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DAS 
HAMOGLOBIN MIT BESONDERER BERUCKSICH- 
TIGUNG DER PRAKTISCHEN VERWEND- 
BARKEIT DES ” HAMOGLOBINO- 
~ PRAZIPITINS”. 


Von 
SHIGEZO HIGASHI, 


(Aus dem Serochemischen Institut der Kaiserlichen Universildt zu Tokyo, 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Mita.) 


(Eingegangen am 24, November 1922.) 


EXINLEITUNG. 


Die antigenen TFigenschaften des Hiamoelobins sind trotz 
bemerkenswerter und aufklirender Arbeiten der letzten Jahre 
durchaus nicht eindeutig festgelegt worden. Wahrend durch die 
bekannten Arbeiten von Nolf, Leblane, Ide, Stewart, A. 
Klein, Thomsen, H. Pfeiffer u. Mita, O. Leers und 
Bradley u. Sansum die Funktionen eines Antigens dem 
Hamoglobin zugeschrieben wurden, war es vy. Dungern, 
Bordet, Ford u. Halsey, Levene und Chosa nicht gelungen, 
gegen Hiamoglobin Antikérper zu produzieren. Auch in Bezug 
auf die Arten der Antikérper, die durch Tinverleibung der 
Himoglobinlésung in dem Blutserum der Versuchstiere entstehen, 
herrschen sehr grosse Unstimmigkeiten, indem der erste Autor 
nur das Prazipitin, ein zweiter das Hamolysin und Prazipitin, 
ein dritter das Fiimolysin und Agelutinin, ein vierter alle solche 
Antikérper, en® ~ ein finfter nur den anaphylaktischen Antikorper 
geliefert gesehen haben will. 

Dass diese Divergenz der Untersuchungsergebnisse der Autoren 
auf die Unreinheit des benutzten Himoglobins zurickzufthren ist, 
wurde schon aus meiner fritheren Arbeit wahrscheinlich gemacht, 
in der ich den Kaninchen eine grosse Menge der gewaschenen 
Huhnererythrozyten injizierte, und mit dem von solchen Kaninchen 
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ausgeschiedenen himoglobinhaltigen Harn andere Kaninchen im- 
munisierte. Die Sera, die so geliefert wurden, enthielten nur das 
Prizipitin und den komplementbindenden Antikorper fur das 
Huhnerhimoglobin, aber kein Himolysin und Agelutinin fur die 
HMuihnererythrozyten. Alle genannten Antikorper wurden dagegen 
nur in den zur Kontrotle herangezogenen Seris der mit wasseriger 
Huhnerhimoglobinlosung immunisierten Kaninchen gefunden. Auf 
Grund dieser Ergebnisse habe ich schon die Vermutung ausge- 
sprochen, dass das Hamoglobin an sich keine lysinogene und 
agelutinogene igenschaft besitzt, und Héamoglobin bei der 
Tierpassage nicht nur unverdndert, sondern sogar “ gereinigt ” 
ausgeschieden wird. Im Anschluss an diese Arbeit schien es 
geraten, die antigene Figenschaft des reinen Hiémoglobins einer 
erneuten Untersuchung zu unterziehen und mochten wir uber unsere 
diesbeztiglichen Resultate im Nachstehenden berichten. 


METHODIK. 


Die Hamoglobinkrystalle wurden nach der Hoppe-Seyler- 
schen Methode hergestellt, indem man zuerst die unter Zusatz von 
physiologischer NaCl-Losung sechs- bis ‘achtmal gewaschenen 
Erythrozyten in vier- bis achtfachem Volumen destillierten Wassers 
unter Zusatz yon 1/5 Volumen Athers aufléste, um es dann 
energisch zu zentrifugieren. Die dunkelrote Flussigkeit wurde 
gehebert und ein- bis zweimal durch Asbest filtriert. Das bis auf 
O°C abgekuhlte Filtrat wurde mit 1/4 seines Volumens Alkohol, 
der ebenfalls auf O°C abgekuhlt war, gemischt und liess man die 
Mischnng einen bis sieben Tage lang bei 0O—5°C stehen. Nachdem 
die dabei ausgeschiedenen Krystalle (“I. Krystalle”’) abgenutscht 
worden waren, loste man sie mit nicht zu viel Wasser bei 40°C, 
filtrierte schnell, fugte nach starker Abkthlung 1/4 Volumen 
ebenfalls stark abgekthlten Alkohol hinzu und liess bei 0°C stehen. 
Auf diese Weise haben wir bei Pferde- und Hundehimoglobin die 
vebildeten Krystalle zweimal umkrystallisiert, und als Versuchs- 
inaterialien haben wir neben den oben erwihnten rohen “TI. 
Krystallen” auch die verhiiltnismissig reinen “II. Krystalle ” 
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und die reinsten “III. Krystalle”’ im Exsikkator aufbewahrt. 

Als Versuchstiere verwendeten wir ausschliesslich gesunde 
Kaninchen yon 2-3 kg Korpergewicht. Man gab 6-10 Injektionen 
in einer Dosis yon 0,005-0,1 ¢ des Krystalls und yon 2,5-3,5 cem 
einer 6-fach yerdiinnten Hb-Lisuneg mit Intervallen von 4-10 Tagen 
intravenos. Das Blut wurde am 6.-10. Tage nach der letzten 
Injektion entnommen, um das Immunserum zu bekommen, das 
nach Inaktivierung durch 80 Minuten langes Erwiirmen anf 56°C 
unter Zusatz von Karbolsiure zu 0,5 Prozent konserviert wurde 
Bei meimer Prifung des Prazipitins ging ich so vor, dass ich nach 
der Ascolischen Ringprobe in kleinen Reagenzelischen die ver- 
schieden stark verdunnten Hiimoeglobinlosungen durch spezifisches 
Serum unterschichtete. Als positiv wurde diejenige Probe angese- 
hen, bei der ein weisslicher Ring an der Berthrungsfliche beider 
Ihissigkeitan innerhalb 15 Minuten sichtbar wurde. Spiter als 
nach 15 Minuten aufgetretene Trabung wurde nicht mehr berack- 
sichtict. 

Hier sei bemerkt, dass Lei dieser Versuchsanordnung zunachst 
die genaue Bestimmung der Konzentration der Haimoglobinlosung 
Schwierigkeiten machte. 

Da beereiflicherweise eine soleche Bestimmung ohne Feststellung 
von gecigncten und immer wieder Jeicht zu rekonstruierenden 
Masseinheiten kanm moglich erschien, so mussten wir zunachst 
die Methode der Konzentrationsbestimmung der Hamoglobinlosung 
etwas niher kennen lernen. Dabei waren wir zur Aufstellung 
eines Grenzwertes gelangt, dem man begegnet, wenn man eine 
Hamoglobinlisung mit stufenweise ansteigender physiologischer 
NaCl-Lisung versetzt. Der Grenzwert, welchen ich als ‘ Spektral- 
erenze”’ bezeichnete, stellt jene Verdiinnmng der Hiimoglobinlosung 
dar, bei weleher mit Handspektroskop der. Oxyhiimoglobinstreifen 
eben sichtbar wird. Nach zahlreichen Vorversuchen konnte ich 
feststellen, dass das normale Siiugetierblut resp. die Normal- 
Himoglobinlisung durchschuittlich durch 750fache Verdunnung 


die Spektralerenze erreicht. Soll, nun die Konzentration irgend 


a 


einer Hiimoglobinlésung gefuyden werden, so gestaltet sich die 
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Bestimmung ausserordentlich einfach, indem man erinittelt, wie 
weit sie verdiinnt werden muss, um eben die Spektralgrenze zu 
erreichen. Auf diese Weise kann man instand gesetzt werden, 
bei jeder Prifung mit modglichst gleich stark konzentrierten 
Antigenverdunnungen zu arbeiten. 

Beziiglich der Untersuchung uber Hamolysin und Agglutinin 
wurde eine Reihe kleiner Reagenzrdhrchen mit je 0,5 ccm einer 
1% igen Aufschwemmung von gewaschenen homologen Erythrozyten 
beschickt und dann absteigende Mengen des inaktivierten Immun- 
serums zugesetzt, worauf alle Rohrchen durch Zusatz entsprechender 
Menge Kochsalzlésung gleichmiassig auf 0,5 ecm gebracht wurden. 
Dann kamen sie auf eine Stunde in den Brutschrank, der auf 
37°C eingestellt war—bei den Hamolysinversuchen erst nach Zusatz 
von 0,5 cem 40 fach verdtinnten frischen Meerschweinchenserums— 
und scehliesslich in den Hisschrank. 


ERGEBNISSE. 


Die Resulte und die einzelnen Daten unserer Versuche sind 
in den folgenden Tabellen (Tabelle I und IT) zusammengestellt. 


TABELLE I 
Priizipitinreaktion. 
Verdiinnung des Antigens. 

Antiserum gegen Antigen 

aay Mi eet Nal tl ae, 1 1 1 

1000 | 2500 | 3v00 | 76v0 | 10000 | 20v00 | 30000 
reines Hiihner-Hb. Hihner-Hb. ae ae Ae ae aie a eae 
nicht ganz reines - 

Hithner-Hb. Bepmee Ah el ts aes econ ea ca 
reines Pferde-Hb. Pferde-Hb. ae cs oe oe ae te ae 
nicht ganz reines 

Pforde-Hb. Pferde-Hb. + fe Hs a oe By = 
reines Hunde-Hb. Hunde-Hb. + fe i 4h, = = _ 

reines Meerschwein- | Meerschwein- 
chen-Hb. chen-Hb. + t- 7 az oP ‘ au 
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TABELLE II 
Hiimolyse (H) und Hiimagglutination (A). 


Serum in ccm, 
Antiserum gegen 


0.1 | 0.08] 0.05 | 0.03 | 0.01 | 0.005| 0.003 0.001! 0.0008 


| 


reines 


Hiihner-Hb 


nicht ganz reines 


Hithner-Hb i. 


reines Pferde-Hb a a: a 7 = i a = ba 


++ 
++ 
++ 


Pferde-Hb. 


reines 
Hunde-Hb 


reines Meer- 


H 
A 
H 
{A 
H 
A 
nicht ganz reines (H 
A 
H 
Al 
ist 
schweinchen-Hb | A 


Wie aus dieser Zusammenstellung zu entnehmen ist, stimmen 
die Resultate der Versuche beztglich des Pferde,- Hunde- und 
Meerschweinchenhamoglobins mit den Untersuchungsergebnissen 
betreffs Huhnerhamoglobins fast vollig wherein. Besonders hervor- 
zuheben ist, dass die Berechtigung unserer Auffassung, dass die 
Reinheit des Hamoglobins einen unyerkennbaren Einfluss auf die 
Bildung der Immunstoffe ausubt, noch einleuchtender hervortreten 
wird, wenn wir unsere Versuchsergebnisse der genaueren Beobacht- 
ung unterwerfen. So antworteten die Versuchstiere, welche mit 
weniger reinem Himoglobin vorbehandelt worden waren, mit der 
Bildung nicht nur der Priizipitine, sondern auch der Himolysine 
sowie auch der Agelutinine. Ganz anders gestaltete sich jedoch 
das Ergebnis mit dem réinen umkrystallisierten Haimoglobin. Es 
wurde naimlich trotz sorgfiltiger Nachprifungen zur Evidenz 
erwiesen, dass das Haimoglobin an sich, abgesehen vom Prazipitin, 
weder Hiimolysin noch Ageglutinin zu bilden vermag. 

Fassen wir ntm die oben.angegebenen Ergebnisse, die wir bei 
Versuchen mit Hiithner-, Pferde-, Hunde- und Meerschweinchen- 
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hiimoglobin erzielt haben, zusammen, so geht hervor : 

1) Im Gegensatz zu Ford, Halsey nnd Levene besitzt 
das Hiimoglobin antigene Higenschaft, die zwar zur Blidung der 
Priizipitine, aber nicht zur Entstehung der Hamolysine und der 
Aoolutinine einen Anlass gibt. 

2) Die positiven Angaben ther die Bildung der Hamolysine 
und der Agelutinine durch Hiimoglobininjektion von Nolf, Ide, 
Stewart und A. Klein berahen siimtlich auf Irrtumern, die auf 
die Unreinheit des Materials, néimlich auf die dem Hamoglobin 
beigemengten Stromata zuruckzufuhren sind. 


DER KOMPLEMENTBINDENDE ANTIKORPER. 


Wie in einem friheren Aufsatz hervorgehoben, konnte ich in 
den Seris der Kaninchen, die mit hamoglobinhaltigem Harn anderer, 
mit gewaschenen Huhnererythrozyten vorbchandelter Kaninchen 
iminunisiert wurden, neben Prizipitin noch den komplementbin- 
denden Antikorper far homologes Hamoglobin nachweisen. Es 
were demnach zu erwarten, dass es ein Leichtes sein wurde, mit 
reinem Hiamoglobin die Entstehung des komplementbindenden 
Antikorpers zu veranlassen. So gelang es mir, durch die folgenden 
Versuche einen einwandfreien Beweis fur die Richtigkeit meiner 
Annahme zu erbringen. 

Zur Linstellung des Ambozeptorserums kamen in eine Reihe 
yon Reagenzrohrchen je 0,5 ecm eines frischen, 20 fach verdimnten, 
als Komplement dienenden Mcerschweinchenserums, je 0,5 cem der 
2,59 igen Rindererythrozytenaufschwemmung und absteigende 
Mengen des inaktivierten von Kaninchen gewonnenen Immun- 
serums gegen Rinderblut. Nachdem der Inhalt aller Réhrehen 
durch Zusatz von Kochsalzlosung auf 1,5 cem gebracht worden 
war, wurden dann die Rohrcehon eine Stunde bei 3,7°C gehalten. 
Nach Ablauf dicscr Zeit wurde noticrt, bei welcher Ambozeptordose 
eben noch yoilkommene Tiiimolyse anfeetreten war. Zu den 
weiteren Hauptversuchen wurde das zwei Multiplum dieser Dosis, 
die in 0,5 cem enthalten war, benutzt. 


Was die Hiinoglobinlosung anbetrifft, die als Antigene benutzt 
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wurde, so kam sie in 1/1500 bis 1/5000 Verdiimmungen deshalb 
zur Anwendung, weil sie in der ersten Linie in der 1/1500 Ver- 
dunnung nicht mehr rotlich gefiirbt war und in der zweiten Linie 
bei dieser Konzentration yon antikomplementiirer Wirkung keine 
Rede war. 


Die eigentlichen Versuche wurden wie gewohnlich ausgefihrt, 
Man nahm zuerst Immunserum, welches in vorigen Versuchen als 
Prazipitinserum in Verwendung kam, in Reagenzgliischen und 
fugte Antigen, dann Komplemente hinzu. Das Gemisch wurde 
massig geschuttelt und nach einstimdigem Stehen im Brutofen 
kei 387°C wurden Ambozeptorserum und Rindererythrozytenauf- 
schwemmung hinzugefugt. Nach weiterem einstiindigem Aufenthalt 
im Brutofen wurde das Resultat abgelesen. Zugleich wurde das 
Antiserum auf seine antikomplementire Wirkung gepruft und 
ausserdem als Kontrollversuch stellten wir zwei Rohren yon Re- 
agenzelischen auf, bei denen einerseits Antigen und anderzeits 
Komplement fehlte. 

Hier sei bemerkt, dass iu den folgenden Tabellen, das Zeichen 
+-+ komplette, + deutliche, + schwache und — keine Hemmung 
der Hiimolyse bedeutet. 


TABELLE IIL. 


Komplementbindungsreaktion. 


Serummenge in ccm. 


Antisera 


Begen Antigen J 93] 02/ 041/008) 0.09] 0.011 003,003 0.01 
Hiihner-Hb Hiihner-Hb tale tle tl++i++y++ a 
Pferde-Hb +elealteletlt+l+e] 4] 4] - 
JPferde-Hb |; Meersehweinchen-Hb | + | +] — | — |] — 
Hunde-Hb + |e} — | — |= 
Hunde-Hb HHit+i¢4j t+] +] 4] - 
Hunde-Hb |, Pferde-Hb ee |e | 


Meerschweinchen-Hb | + | +] —]—|—-]—-|]—- 
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Aus diesem Versuch ergeben sich folgende Tatsachen :— 

1) Das prizipitierende Antihimoglobinserum enthalt auch den 
komplementbindenden Antikérper fir homologes Hamoglobin, wie 
es bei Serum-Antiserum der Fall ist. 

2) Die Komplementbindungsreaktion zwischen Hb-Antiserum 
und Himoglobin ist spezifisch, worauf ich noch spdter zuruckkom- 
men mochte. 


ANAPHYLAKTISCHER ANTIKORPER. 


Thomsen konnte als erster konstatieren, dass die Vorbehand- 
Jung von Meerschweinchen mit Blut zwei ganz verschiedene Arten 
von Anaphylaxie, eine fur Serum und eine fur geloste Erythrozyten 
nach sich zieht. Nach seinen Versuchen konnte die Vorbehandlung 
mit Serum keine Anaphylaxie fur geloste Erythrozyten und die 
Sensibilisierung mit gelosten Erythrozyten keine Anaphylaxie fur 
Serum hervorrufen. Uberdies erwies sich die Anaphylaxie fir 
Erythrozyten bis zum gewissen Grade als artspezifisch, indem 
heterologe Erythrozyten nur schwache oder gar keine Anaphylaxie~ 
symptome auslosten. Im Suchen nach dem wirksamen Erythro- 
zytenbestandteil kam er zum Schluss: ‘ Die anaphylaktisierende 
Wirkung der Erythrozyten ist, wenigstens zur Hauptsache, dem 
Hamoglobin zuzuschreiben ”’. 

H. Pfeiffer und S. Mita (1909) beobachteten aber, dass, 
wihrend die mit NRinderserum sensibilisierten Meerschweinchen 
nur auf homologes Serum allein, nicht aber auf homologes Hamo- 
globin reagierten, die mit Rinderhamoglobin - sensibilisierten 
Meerschweinchen nicht nur auf Rinderhimoglobin, sondern auch 
auf Rinderserum mit ziemlich hohem 'Temperaturabfall reagierten, 
ein Ergebnis, das gegen das Resultat Thomsens spricht. 

Bradly und Sausum (1914) hatten auch Thomsens Versuch 
nachgepruft, und zwar konnten sie mit gelésten Rindererythrozyten, 
nicht aber mit Hundehimoglobinkrystallen typische, schwere, bis 
zam 'Tode fuhrende Anaphylaxiesymptome auslésen. Uberdies 
beobachtetcn sie, dass einige von ihren mit Hundehimoglobin 
vorbehandelte Mcerschweinchen auch einerseits auf Hundeserum 
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und anderseits auf heterologe Himoglobine (Katzen-, Schweine- u. 
Tauben-Hb) mit ziemlich deuilichen Symptomen reagierten. 

Bei dieser Sachlage schien es nur wiinschenswert, diese Frage 
bezuglich der anaphylaktischen Wirkung des Himoglobins nochmals 
einer genauen Untersuchung zu unterwerfen. 

Meerschweinchen von 210-250. g¢ Korpergewicht wurden mit 
Hunde-, Pferde- und Hausenten-Hiimoglobin sensibilisiert. Was 
die Antigenmengen, die den Meerschweinchen beigebracht werden 
mussten, um Anaphylaxie zu erzeugen, anbetrifft, so gentigten von 
dreimal umkrystallisiertem Hundehimoglobin 0,01 g, von dreimal 
umkrystallisiertem Plerdehimoglobin 0,008 ¢ und von der Enten- 
Hamoglobinlosung 2 cem der 60fach verdunnten Lisung derselber 
intraperitoneal injiziert, um die Tiere zu sensibilisieren und in den 
Zustand der Anaphylaxie zu versetzen. 20-24 Tage nach der 
Sensibilisierung wurde die zweite Iniektion ausgefihrt. Im Gegen- 
satz za den wminimalen sensibilisierenden Hamoglobinmengen 
waren die Dosen, die kei der Reinjektion angewendet werden 
mussten, um dié charakteristischen anaphylaktischen Symptomen- 
komplexe hervorzurufen, bei weitem grossere und gestalteten sich 
recht verschieden je nach der Intensitait des anaphylaktischen 
Schocks, der durch die Reinjektion des Antigens ausgelost werden 
musste. Die einzelnen Daten sind in der folgenden Tabelle IV 
angegeben. 


TABELLE IV. 
Meersch- ROSES 
weinchen. vorbe- = Sh ee Reet iat 
K6rper- handelt Boe DAC Die oe x Maximuler 
awicbt anit der Sen- von Aussere Temperatur- 
8 (g) sibilisiernng Symptome eae 
Hund Hunde-Hb 
249 ace 21 (0.01g III. Kr.) } tot in 5 
(intravends) 
Unruhe, 5 
Hunde-Hb —4.9°C 
289 do 2 (0,08g ILL Kr) | Pore | (m6) 
Pfe rde-Hb —0.5°C 
289) do 20 ; (0.07, g.) h munter (n.30/) 
(intraperitoneal) 
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~ Meersch- 
weinchen. Onies Paes ee 
Korper- handelt ak Lee 
gewicht. mit _der Sen- 
(g) sibilisierung 
300 do 2) 
250 do 20 
28), sls 21 
280 do 20 
260 do. 20 
Sy Hausenten- 
a Hb 20 
260 do 23 
300 do 20 
300 do 20 


Ergebnis 
Reinjektion = WMASIanICE 
von Aussere Temperatur- 
Symptome eae 
7.0cem Hiihner- _0),3°C! 
Hb-Lésung munter (n.30/) 
(ints aperitoneal) 
10ccm Hausenten- —0.4°C 
Hb-Lésung munter (n 307) 
(intraperitoneal) 
Pferde-Hb , 
(0.01g IIL. Kr.) tot in 4/ 
(intravenés) 
4.2cem Pferde- —0.3°C 
serum munter fe 30 /) 
(intraperitoneal) a. 
Hunde-Hb _05°c 
(0.26g II. M.L.) munter (n 30/) 
(intraperitoneal) ‘ 
Pferde-Hb : +0.4°C 
(intraperitoneal) | ™ ter (2.307; 
8ccm Hausenten- 
Hb-Lésung tot in 20’ 
(intraperitoneal) 
8cem Hunde- eee 
Hb-Liésung maunter ees se 
(intraperitoneal) ' bee 
Teem Hithner- 
Hb-Lisung tot in 30/ 
(intraperitoneal) 


Wie man sieht, zeigten die Tiere, welche mit intvaperitonealen 
Injektionen des Himoglobins behandelt wurden, durch die Reinjek- 
tion desselben den typischen anaphylaktischen Schock, ein Beweis 
dafar, dass reines Himoglobin auch als Anaphylaktogen wirkt. 
Dabei ist es von theoretischem sowie auch praktischem Gesichts- 
punkt aus von ganz besonderer Bedeutung, dass die Reaktion 


streng spezifisch ist. 


aus. 


Denn spritzte man den mit Pferdehimoglobin 
vorbehandelten Tieren das Hamoglobin einer anderen Tierspezies 
(Artspezifitit) oder die anderen Fiweissarten des Pferdes (Organ- 
spezifitiit) intravends oder intraperitoneal ein, so blieb jede Reaktio 
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Kis mogen jodoch noch einige Worte dariiber Platz finden, dass 
in ihnlicher Weise, wie es mit Serum gezeigt wurde, bei dieser 
biologischen Reaktion des Hiimoglobins auch die yerwandtschatft- 
lichen Peziehungen unter den Tieren zum sichtbaren Ausdruck 
gelangten. So gaben die mit Entenhimoglobin vorbehandelten 
Meerschweinchen nicht nur mit dem homologen Antigen, sondern 
auch mit Huhnerhimoglobin die charakteristischen anaphylak- 
tischen [Exscheinungen. 

Auf diese Spezifizitiit der Himoglobinantikérper wollen wir 
nochmals eingehend im niichsten Kapitel zuviickkommen. 


SPEZIFIZITAY DER HAMOGLOBIN-ANTIKORPER. 


Durch die Immunisierung der Kaninchen mit dem Erythro- 
zytenextrakt konnte A. Klein das Erythropriizipitin erzeugen und 
stellte fest, dass, wiithrend das Secrumantiserum sowohl auf 
homologes Serum als auch auf homologes Erythrozytenextrakt 
prazipitierend wirkte, das Antierythrozytenextraktserum nur das 
Prazipitin fur homologes Erythrozytenextrakt, nicht aber fir 
homologes Serum enthielt. 

Die Erythroprazipitinsera IKleins enthielten aber ausser dem 


oben erwabnten Prazipitin auch das Agelutinin und Hiimolysin, was 
wohl darauf zuriickzufthren ist, dass die als Antigene yerwend 
Erythrozytenextrakte neben dem Hiimoglobin die Stromabestandteile 
beherbergten. Leers (1910) hatte als Erginzung der Versuche 
Kleins die Prazipitinspezitizitiit studiert und beobachtet, dass 
wihrend das Antiserum gegen Meerschweinchenserum nur das 
Priizipitin fir homologes Serum, nicht aber fir homologes Erythro- 
zytenestrakt enthielt, die Mcnschenerythrozytenesxtrakt-Antiscra 
nicht nur auf homologes Erythrozytenextrakt, sondern manchmal 
auch auf homologes Serum reagierten, Ergebnisse, die mit denen 
Kleins nicht vollig ubereinstimimten. 

Nachdem es mir gelungen ist, mit gereinigtem Hamoglobin 


eten 


das Prazipitin ftir homologes Himoglobin zu erzengen, erubrigt es 
nur noch, auch die Frage der Spezifizitiit desselben einer kurzen 


Betrachtung zu unterzichen. 
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Zu diesem Zwecke habe ich eine Anzahl von Kaninchen gegen 
Pferde-Hb, Hunde-Hb, Meerschweinchen-Hb, Huhner-Hb, Men- 
schen-Hb, Menschenserum, Rinder-Hb, Hammel-Hb, Hammel- 
serum, Hausenten-Hb, Huhnereiklar, Huhnereigelb, Huhnerserum, 
Pferdeerythrozyten, sowie auch gegen Huhnererythrozyten immuni- 
siert. Das Blut wurde am 7. Tage nach der letzten Injektion 
enthommen und das gewonnene Serum warde durch 30 Minuten 
langes Erwirmen auf 56°C inaktiviert. Nachdem die genaue 
Titerbestimmung der Antisera vorgenommen wurde, haben wir 
mit ihnen zahlreiche Untersuchungen zum Studium der praktisch 
so wichtigen Fragen der Organspezifizitit, der Artspezifizitait sowie 
auch der Verwandtschaftsreaktion angestellt. 


ORGANSPEZIFIZITAT. 


Der Frage der Existenz einer sogenannten Organspezifizitat 
des Hamoglobins néher zu treten, haben wir zuuiichst mit den 
gewonnenen Immunseris die Versuche beztiglich der Prizipitinreak- 
tion unternommen. Die eigentlichen Versuche wurden in der 
ublichen Weise ausgeftthrt. In den nachstehenden ‘Tabellen 
(Tabelle V und VI) bedeutet das Zeichen + ein deutliches, + 


ein schwaches, und — kein Entstehen des Ringes. 
TABELLE YV. 
; Verdii Anti 
ota is erdunnung von Antigen 
gegen nbee Ey it toy a SE eee ee om 
76 Th 250 B00 10% | 2509 | |n00 | 750) | 10000 
as Ls = = ae = = = = = 
Hiihner- |; S¢rum 
Hihner- 


hiimoglobin 
Usimoglobin| + a as oe S= a6 + + ae 


( Hithner- rs = ai et = ae -_ = = 
Hiihner- | |5erum 
erythrozyten |) tyihner- 
Hiimoglobin| + a owjec, IAN ote es TTT 


Ooo ——————— ——— es 
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Verdiinnung von Antigen 


Antisera < 
gegen Antigen ay ik 1 1 1 1 1 1 1 
75. | 100 250 500 1000 | 20) | 500 | 7 | 1OOW 
s Pferde- = 3 = ne = = a = me 
Serum 
Pferde-Hb 
Pferde- 
Hb ate ae AF ae sta ats + hs = 
aay ee “t =e = = Bs =n = = 
Pferde- Serum 
erythrozyten|) prerde- 
Hb ae te ae = ets = = — = 
Rinder- = b. a = a3 — Jj me = 
Serum 
Rinder-Hb 
Rinder- 
Hb aie + te ae “++ se so ok: se 
Menschen- = Ee aa ae an = = a _ 
Menschen- |} Serum 
Hb Menschen- 


Menschen- | 4 ae aT a fe fe i ae ue 
Menschen- || Serum 


Serum Menschen- 
H = = = ae a = = a = 
TABELLE VI. 
vere | Verdiinnung von Antigen 
ntisera : 
gegen Antigen Se ee ae a ; : : 
joo | 200 | 50) | zou | 1000 | 6000 | 10000 | 26000 | 6000) 
Eiklar + + + aE 4e Efe = 
Hihnerei- Kigelb + as > te 
ne Serum aa ae oe = = 


Himoglobin| — - — = ae 
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c Verdiinnung von Antigen 
Antisera : 
ee cae eunnen 1 1 1 il 1 1 i 1 1 
i 100 260 7,00 70) 100 600 | LWUVO | 35000) | AOD 
Hiklar of + + + == = == 
‘7 fe =s we 
Hiihner- Higelb + a ss fi a ie 
eigelb Saenin + is 4 =s i = es, 
Himoglobin} — — _ = = = = 
Hiklar + + ++ + _ = = 
Biles: || oe Bee Cae Mie Done Se me mere less aim 
See Serum + + + ae Ae ox = = 
Hiimoglobin| — — — = = = = = 
a 
Hiklar ~ — — _ = = = as 
Hiuhner- Eigelb Be a) = es <3 = = = 
hiimoglobin Senn o a 4 ” rr = = 
Hiimoglobin| +- 4. ae At ate ots at SE a= 


Fassen wir die oben angegebenen ‘Tatsachen zusammen, s0 
ergibt sich :— 

1) Es ist moglich, mit Hilfe der feinen biologischen Methoden 
Unterschiede zwischen den Liweisskérpern des Hiimoglobins und 
des Serums desselben Blutes nachzuweisen. : 

2) Mit Hilfe spezifischer Priizipitine ist es bewiesen, dass 
eine gewisse Differenz zwischen den Eiweisskorpern des Htihner- 
hamoglobins und des Eiinhaltes bestehen miisse. 

3) Durch die Erythrozyteninjektion werden die Priizipitine 
sowohl fir homologe Hiimoglobine als auch fir homologe Sera 
erzeugt. 

Hier mochten wir noch hervorheben, dass die Methode der 
Komplementablenkung mit grossem Erfole auch zum Nachweis 
einer Sonderstellung des Himoglobins im Organismus verwendet 
werden konnte. Das Ergebnis zeigt folgende Tabelle VII. 


Mie z rs Gi * . ahead 
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TABELLE VIL. 


Komplementbindungsreaktion, 


Antisera F Serummenge in ccm. 
< gegen Antigen 
0.2 | 0.1 | 0.08} 0.05] 004} 0.03} 0.02] 0.01 | 0.008] 0.005 
: Hihner-Hb)++/++/++]/++)/++/++/++]/4+4/ 4 ) + 
Hiihner- 
Hb eS St | ein esa em (he | ceed 0, || ea 
Serum 
Hithner- |, 2 bner-Hb)++/+4+/4++)/++) +/24/-]-]—| = 
Erythro- s 
zyten nae pe PHitel et] Ff} abl —|—-}-{[-fe— 
pa ePID ets Pe etre teed ata jefe ae 
Pferde- 
Hb | Pferde- + = = = =i 
Serum 
I 
Pferde- Pferde-Hb +H+y++ty tt + Se = = = 
Erythro- 
: Pak 3 z = = 
‘Eiklar Pistradiet: areata hands chelate sta deta poet | Ghee a ec 
Hiihner- | | Hithner- qear | sear arse aes lcesr dh am cee ee ec | 
eiklar Serum 
eee eS i oe coe |i Sole eat ars 


Aus obigen Tabellen ist ersichtlich, dass das Komplement vom 
Antihimoglobinserum nur in Gegenwart des homologen Hamo- 
globins, fixiert wurde, wihrend die Autierythrozytensera die 
Fahigkeit zeigten, Komplemente: zu binden, wenn sie nicht nur 
mii den ihnen entsprechenden Himoglobinen, sondern auch mit 
den homologen Seris zusammengebracht wurden. 

Nach diesen Untersuchungsergebnissen leuchtet zunichst ohne 
weiteres ein, dass die antigene Higenschaft des Himoglobins, die 
bei der Komplementbindungsreaktion in Jirscheinung tritt, im 
Grunde genau dicselbe ist, wie wir sie bei der Prazipitinreaktiow 
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und auch bei den Anaphylaxieversuchen kennen gelernt haben. 
So ist es einwandfrei bestitigt, dass das Hamoglobin, wie die 
Krystallinse, unter den Hiweissstoffen eines und desselben Organ- 
ismus einen organspezifischen Eiweissstoff darstellt. 


ARTSPEZIFIZITAT. 


Es wurden zuniichst die Antisera gegen Pferde-, Hunde- und 
Meerschweinchen-Hb-Krystall, sowie gegen Menschen-, Rinder-, 
Hammel-, Hthner- und Hausenten-Hb-Losung hergestellt und 
nun haben wir weiter zu ermitteln gesucht, ob man auch bei, der 
Vermischung von Immunseris mit den ihnen nicht entsprechenden 
Hamoglobinlosungen Prazipitate auftreten sieht. 

Wie aus der nachstehenden Tabelle Vil ersichtlich ist, reagierten 
alle diese Antihimoglobinsera immer nur mit ihren zugehorigen 
Hb-Losungen bis zur angegebenen Verdunnung, bei anderen Fallen 
aber durchaus nicht. 


TABELLE VIII. 


niieseami ogecen Verdiinnung von Antigen 


b von Hb von G Meer- Haus- 
Weracks Pferd| Rind | Ham. | Hund aches Huhn avis 
Menschen =i = — = = = = 2s 
200U0 
1 
Pferd = aca — — = = oe — 
Rind =~ = : ce he io ells ee a eae 
1 | 1vo00 
Hammel = = = ne. = = = re 
10000 
Hund = = — as i = ae 
26000 
Meerschweinchen = = = — ge es 
1000) 
Huhn = a= = = = ce eat a = 
10000 
Hausente = = ie = as = es ea 
10.0 


Die Ergebnisse der Komplerentlindungsversuche, welche wie 
gewobnlich ausgefihrt wurden, sind aus der folgenden Tabelle IX 
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sehr deutlich zu entnelhmen, so dass eine niihere Enxlauterung wohl 
uberflussig sein diirfte. 


TABELLE IX. 


Anti Serummenge in cem. 
r . 
mageiiees Antigen 


gegen 0.08 | 0.05 | 0.04 | 0.03 | 0.02 | 0.01 | 0.008 


Menschen-Hb | ++ | ++ ae = = 
Pferde-Hb - - = = = 
Hammel-Hb _ _ — as = 
Hunde-Hb _ — a = = 


Menschen-Hb 


Rinder-Hb five |] thet ae = =, 
Rinder-Hb Pferde-Hb = = = mu ae 
Menschen-Hb — = = am — 


Hammel-Hb | ++] ++/++/]++] + 


Pith) eet fit inet 
| 


Hammel-Hb Pferde-Hb + s = = = ae 
Menschen-Hb -e = = = = ua 
Hiihner-Hb ++] t+) 4+] ++) 44+] 44+ 


+ 
Hausenten-Hb | ++) ++) 4+] ++) ++] + | + 
Kaninchen-Hb = = = = = - = 


Pferde-Hb = as Ke ~ | = 


Hiihner-Hb 


Hammel-Hb ast mt = = a ce = 
Menschen-Hb = = = = = = ~— 


leboenuemnstsley || aes |) ete | ene |) ee ab -t a 
Hausenten- Hithner-Hb b+] bt | t+] oF ae = = 
Hb Pferde-Hb Se (ee a ea care (ae Per | 


Menschen-Hb = =) = = = = = 


Es zeigte sich, dass die Antihiimoglobinsera nur mit honioiogem, 
nicht aber mit heterologem Hiimoglobin das Komplement binden. 
Bemerkt soll nur werden, dass das Hihner- sowie Hausenten-Hb- 
Antiserum aber auch mit dem heterologen Vogelhiimoglobin in 
fast gleichem Grade wie mit dem homologen das Komplement zu 
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binden imstands war, Tatzachen, die auch mit den Ergebnissen der 
oben dargeleeten Anaphylaxieversuche vollig ubereinstimmen. 


VERWANDTSCHAFTSREAKTION DER HAMOGLOBIN-ANTISERA. 


nahe vyerwandten Blutarten bei der Anstellung der ~eramprazipitin- 
reaktion auf. Wie verhalt sich nun das Hamoglobin in dieser 
Beziehung? Soweit mir bekannt ist, ist diese Frage trotz ihrer 
theoretischen sowie auch praktischen Wichtigkeit bisher noch nicht 


Wie bekannt, tritt die Verwandtschaftsreaktion zwischen ganz 


erortert worden. 

Es erschien uns deshalb als eine wichtige Aufgabe, uber das 
Verhalten des Himoglobins iu Bezug auf die Verwandtschaftsreak- 
tionen Untersuchungen anzustellen, und so habe ich mich damit 
befasst, zu beobachten, ob auch bei der Hamoglobinoprazipitinreak- 
tion die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Menschen- und 
Affen-Hb, sowie zwischen Haimmel-, Ziegen- und Linder-Hb zum 
sichtbaren Ausdruck gelangen. 

Wie aus den nachstehenden Tabellen hervorgelit, gaben die 
Menschenhamoglobinsera eine deutliche Reaktion auch in Affenblut. 
Es ish somit einwandfrei bewiesen, dass verwandtschaftliche 
Beziehung zwischen Menschen und Affenhimoglobin besteht, wie 

beim Serumeiweiss der Fall ist. 


TABELLE X 


Verdiinnung yon Antigen 


Antiserum F 
Antigen 

gegen . Me pill L L t L L L 1 

AO) Tov 100 | 2.00 | A000} TaN" | 19 00 | tape | Budo 


Menschen- 


Menschen-Hb| + + + + Je Ae sis ae fe 
Hb 
+ 


Affen Hb ce + + ae = 


Was die verwandtschaltliche Beziehung zwischen Rinder- 
Hammel- und Ziegan-Hb anlangt, hatten die Untersuchungen, 
deren Ergebnis den unteastehen len Tabellen leicht zu entnehmen 
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ist, gezeigt, dass die mit Rinder- bezw. Hammelli‘imoglobin 
vorbehandelten Kaninchen Sera lieferten, die mit den Hiimo- 
globinlosungen von Rind, Hammel und Ziege die Prizipitationreak- 
tion hervorriefen. 

‘*TABELLE XI. 


: Verdiinnung von Antigen 
Antiserum 


Antigen 
gegen 22 


1 1 1 1 L 1 1 Ll 1 


500 750 | 1000 | 200 | 5000 | 7a00 | 10000 | dunn | 5010) 


Rinder-Hb + eta lente +e i -} a || 25 
Rinder-Hb | Hammel-Hb| + + aE + ab = = = = 
Ziegen-Hb 4b 2 at fe Ste = = = = 


Hammel-Hb} + a + ae ie fu af de = 


Hammel-Hb | Ziegen-Hb + + die +4 te aE ae ae a 


Rinder-Hb ae | te fe ak on = — =e _ 


Weiterhin konnte ich feststellen, dass nach Einspritzungen yon 
Huhner-, bezw. Hausentenhimoglobin in krystallinischem Zustand 
in den Seris der hiermit behandelten Kaninchen Prazipitine 
auftreten, die mit dem nicht entsprechendem Hamoglobin verschie- 
dener Vogel in gleicher Intensitit wie mit dem homologen die 
Reaktion geben. So steht immerhin soviel fest, dass die Korper- 
eiweissstoffe, insbesondere Hamoglobine unter den genannten 
Vogeln weniger differentiert sind wie unter den Saugetieren. 


TABELLE XI. 


Verdiinnung des Antigens 


Antiserum, ‘ 
gegen. Antigen. L 1 1 a 1 L 1 
Lo) 2600 6000 760) | loud | 160u0 20000 
Hiihner-Hb se a a0 =f ue + = 
Hausenten-Hb + ++ + ae = =s 
Iliihuer-Hb 
Tauben-Hb + se ae + ae ee = 
Sperling-Hb ao + + + =f E = 
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Verdiinnung des Antigens 
Antiserum. 


gegen Antigen. ; = - “i : ; ; 
100 | 20) | 6000 | 700 |} 10v00 | 16v00 | 2000) 
Hausenten-Hb | + se + + ae au = 
Hiihner-Hb ab a a oe a dis = 
Hausenten-Hb 
Tanben-Hb fe ae Le ae Be ae aly 
Sperling-Hb + + + + + te ahveet 


Aus diesen Ergebnissen wollen wir folgende Schlusse ziehen :— 

1. Das Hamoglobin nimmt eine ganz exzeptionelle Stellung 
im Organismus ein und scheint mit den tbrigen Hiweisskorpern des 
Organismus nur wenig Gemeinsames zu haben. Zum Unterschied 
von der Krystallinse des Auges, die, wie bekannt, auch uber eine 
strenge Organspezifizitiit verfigt, weist jedoch das Hamoglobin 
eine absolute Artspezifizitiit auf, wenn man vom Himoglobin der 
sehr nahe verwandten Tiere absehen wurde. 

2. Bei der Hamoglobinoprizipitinreaktion gelangen die ver- 
wandtschaftlichen Beziehungen zwischen Menschen und Affen, 
sowie auch zwischen Hammel, Ziege und Rind zum Ausdruck, wie 
es bei der Serumprizipitinreaktion auch der Fall ist. 

3. Ahnliche Verwandtechaftsreaktion der Hamoglobinantisera 
bestchen auch unter den Verwandten aus der Gruppe der Vogel. 

Es fragt sich nun, ob es durch die kreuzweise Immunisierung 
moglich sei, das Hamoglobin zwei so verwandter Tiere, wie Huhn 
und Hausente, mit Sicherheit von einander zu unterscheiden. 

Hierzu wurden eine Anzahl Hihner von 1670-2550 g Korper- 
gewicht ausgewablt, denen man die stromafreie Hausenten-Hb- 
Losung funfmal in Intervallen yon 4 Tagen intrayends injizierte. 
Nachdem man sich durch eine wiederholte Probeblutentnahme 
von der Brauchbarkeit des Serums wherzeugt hatte, wurde das 
Tier getotet und das Serum gewonnen. 
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TABELLE XIIL. 


Priizipitinreaktion des Serums der mit Hausenten-Hb vorbehandelten 
Hiihner mit verschiedenen Vogelhiimoglobinarten. 


~ _ Antigen: Verdiinnung von Antigen. 
Hiimoglobin 
yon = of Es 1 1 a 1 1 1 I i 
10 % 50 7 100 | 260 | 600 | 750 | 1000 | 2500 | 6000 


Hausenten-Hb) + te fe a a a te te ae aL = 


Hiihner-Hb = = = = = = = = = = tach 


Tauben-Hb | (+)/](+)] — = = = = = = = = 


Wie aus der Tabelle deutlich hervorgeht, gab das Serum der 
mit Hausentenhéimoglobin vorbehandelten Hihner zu den verschie- 
denen Vogelhimoglobinlésungen zugesetzt nur in Hausentenhimo- 
globin eine Prazipitinrenktion, so dass ich mit Hilfe des gewonnenen 
Antiserums das Hamoglobin von Huhnern und Hausenten wit 
Sicherheit von einander zu unterscheiden vermochte. Dagegen 
konnte ich von Hausenten, denen ich Hthnerhimoglobin einspritzte, 
keine Prazipitine gegen Huthnerhimoglobin erzeugen. Worauf 
sind die Grinde fir diese Misserfolee zurickzufihren? Die Lésung 
dieser Frage mochte ich weiteren Untersuchungen vorbehalten. 


UBER DIE PRAKTISCHE VERWENDBARKEIT DES 
HAMOGLOBINOPRAZIPITINS. 


Nach unseren bisherigen Betrachtungen der biologischen 
Eigenschaft des Hiimoglobins wurde die sehr interessante Tatsache 
festgestellt, dass sich die Himoglobinoprizipitine durch absolute 
Organ- und Artspezifizitiit auszeichnen. Und da das Hamoglobin 
ein wichtiger Bestandteil der Erythrozyten ist, so glaube ich, dass 
mit dem Nachweis der Spezifizitiit dieser Reaktion begreiflicher- 
weise die praktische Verwendbarkeit der “spezifischen ’ Hamo- 
globinoprizipitine zum forensischen Nachweis von Blut, und 
zwar einer bestimmten Blutart, auf wissenschaftliche Grundlage 
gestellt ist. Wie bekannt ist die Uhlenhuthsche Methode nicht eine 
spezifsche DBlutprobe, sondern eine spezifische Liweissreaktion. So 
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ergibt sich bei der Anstellung der Uhlenhuthschen Probe als 
notwendige Konsequenz, dass zunichst der Nachweis von Blut als 
solechem erbracht sein muss. Ist durch eine der tiblichen chemisch- 
physikalischen Proben die Anwesenheit von Blut in dem zu 
untersuchenden Material nachgewiesen, so ist erst durch die 
Uhlenhuthsche Methode erméglicht, die bestimmte Blutart festzu- 
stellen. Da aber unsere Hamoglobinoprazipitinmethode im Gegen- 
satz zur Uhlenhuthschen nicht als eine spezifische Eiweissreaktion, 
sondern als eine spezifische Blutprobe betrachtet werden kann, so 
sei erwihnt, dass meine Himoglobinoprazipitinmethode auch mit 
Erfolg und Vorteil direkt fur die Feststellung der Blutarten nutzbar 
gemacht werden kann, ohne wie bei der Uhlenhuthschen Methode 
die Untersuchung in zwei Teile zerfallen zu lassen. 

Eine ausfuhrliche Arbeit uber die praktische Verwendbarkeit 
unseres Haimoglobinoprazipitins wird nachstens in der “ Deutschen 
Zeitschrift fur die gesamte gerichtliche Medizin” erscheinen. 

Hier mochten wir uns damit begnugen, in grossen Zugen 
ihre Technik, wie sie sich durch zahlreiche Voruntersuchungen 
herausgebildet hat, zu schildern. 

Fur die Ausfihrung unserer Reaktion ist von besonderer 
Wichtigkeit die Benutzung eines hochwertigen und vollkommen 
klaren Antiserums. Bei Zusatz von 0,1 eem dieses Serums zn 0,9 
cem der betreffenden Blutlésung von 1:10000 muss die Reaktion 
nach 15 Minuten deutlich sichtbar sein. Zur Gewinnung solcher 
hochwertiger Sera gibt man Kaninchen 4-6 Injektionen zu 2-3 ccm 
einer 10fuch verdunnten Hb-Lésung, die in der frither angegeberen 
Weise hergestellt wird, in Intervallen von 3-5 Tagen intravenos. 
Allerdings liefern von 3-4 immunisierten Tieren hiufig nur eins 
oder zwei verwendbare Sera. 

Zur Herstellung ‘der zu untersuchenden Blutlésung wird eine 
geringe Menge des angetrockneten Testblutmaterials in Zentrifuge- 
rorchen gebracht und mit einem bestimmten Quantum destillierten 
Wassers versetzt. Das Gemisch bleibt mehrere, bis 20 Stunden 
lang im Hisschrank stehen, bis eine gentigende Menge Hamoglobin 
in Lisung ubergegangen ist. Dann wird die Blutlésung durch 


Serolog. Untersuchungen tiber das Hamoglobin. 337 


Zusatz der gleichen Menge 1,8%iger NaCl-Losung oder von 1/10 
Volumen 9%iger NaCl-Lésung isotonisch gemacht und zentrifugiert. 
Nach meiner Untersuchung ist die Schwierigkeit bei der Anstell- 
ung unserer Probe im wesentlichen bedingt durch die erschwerte 
Loslichkeit von altem Blute. Fir derartige Fille méchte ich 
empfehlen, die blutverdichtige Substanz mit 0,1%igem Natrium- 
carbonat oder N/100 Essigsaéure eventuell unter Erwiirmung im 
Wasserbad bei 40°C zu behandeln und dann erst die entstandene 
Losung zur Vornahme der Reaktion zu benutzen. Die klare, rotlich 
bis schwach gelblich gefirbte Blutlosung soll so stark verdinnt 
sein, dass sie kaum mehr gefirbt ist, eine Konzentration, welche 
nach meiner Voruntersuchung der Hamoglobinlésung einer 
Verdtunnung 1:1500 entspricht und welche ich als die “ Standard- 
verdunnung ”. bezeichnen mochte. Von dieser Standardverdinnung 
werden mit physiologischer Kochsalzlosung Verdunnungen von 
1:3000, 1:4500, 1:6000, 1:7500 usw. hergestellt und zu je 0,9 
ecm derselbene setzt man je 0,1 cem Antiserm zu. Dabei mussen 
selbstredend unumegiineglich noch notwendige Kontrollen neben 
dieser eigentlichen Hauptreaktion angestellt werden. 


ScHLUSSBETRACHTUNG. 


Die MHauptergebnisse meiner Untersuchungen lassen sich 
folgendermassen zusammenfassen :— 

1) Das reine Haimoglobin gibt bei Einverleibung in den Tier- 
korper zur Bildung von Priizipitin, komplementbindendem Antikor- 
per sowie auch yon anaphylaktischem Antikorper Veranlassung. 

Auf Irrttimern beruhen simtlich die bisherigen Angaben, dass 
das Hiimoglobin als Lysinogen und Agglutinogen zu fungieren 
imstande ist. 

2) Das Himoglobin' verfigt wher eine gewisse Artspezifizitat 
und weist gleichzeitig strenge Organspezifizitiit auf, indem es sich 
vom Serumeiweiss des Stammorganismus in Bezug auf sein Ver- 
halten zu den Antikorpern wesentlich unterscheidet. 

3) Bei den biologischen Reaktionen des Himoglobins gelangen 
die verwandtschaftlichen Beziehungen unter den Tieren zum 
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sichtbaren Ausdruck. So gibt ein Menschenhimoglobinantiserum 
eine deutliche Reaktion auch in Affenhamoglobinlosung. 

Ahnliche Verwandtschaftsreaktion besteht bei Hammel, Ziege 
und Rind, sowie auch bei Hihnern, Hausenten, Tauben und 
Sperlingen. 

4) Trotz solchen innigen verwandtschaftlichen Beziehungen 
kann man durch die Anwendung der sogenannten kreuzweisen 
Immunisierung einzelne sehr nahe verwandte Hamoglobinarten 
differenzieren. 

5) Ob die Erythroprazipitine Kleins tatsaichlich eine tesondere 
wirksame Substanz sind, ist durch meine Priifungen zum mindesten 
ausserordentlich zweifelhaft geworden. Nicht nur kaun im Erythro- 
prazipitinserum Kleins das Hamoglobinoprazipitin nachgewiesen 
werden ; es kann sogar mit Sicherheit gezeigt werden, dass dem 
Erythroprazipitin Kleins eine ganz erhebliche Wirkung, die 
Erythrozyten zu hamolysieren und zu agglutinieren zukommt, ein 
Beweis dafur, dass die Erythroprazipitine ihrem Wesen nach nichts 
anders als ein Gemenge von Hamoglobinoprazipitin, Hamolysin 
und Agglutinin darbieten. Unter diesen Umstinden, dass die 
von Klein behauptete Sonderstellung der Erythroprazipitine kaum 
aufrecht zu erhalten sein durfte, ware es wohl nicht whberflussig, 
anstatt derselben den neuen Namen “ Hamoglobinoprazipitin ” 
fur die durch Immunisierung mit reinem Hamoglobin erzeugte 
wirksame Substanz einzufthren. 

6) Auf Grund der strengen Spezifizitat der Hamoglobino- 
prazipitine mochte ich die Hamoglobinoprazipitinreaktion als eine 
neue biologische Methode zur forensischen Blutuntersuchung in 
Vorschlag bringen. 

Zum Schluss sei mir erlaubt, Herrn Prof. Dr. 8. Mita fair 


Seine gutige Anregung und Leitung wahrend der Arbeit meinen 
innigsten Dank auszusprechen. 
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UBER DEN EINFLUSS DER EIWEISS-FETTDIAT AUF 
: DEN KOHLENHYDRATSTOFFWECHSEL. 


Ill. Mitteilung. 
Von 
NAOMI KAGEURA. 


(Aus der medizinischen Kiinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universitat zu Tolvyo.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1922.) 


In den vorangehenden Arbeiten konnte ich feststellen, dass 
kohlenhydratarme Diit, welche wesentlich aus Eiweiss und Fett 
besteht, die Assimilationskraft fir Koblenhydrat beim Menschen 
wie beim Hunde deutlich herabsetzt, was durch den IJsohlen- 
hydratzusatz zur Nahrung sofort beseitigt wird. Nach meinen 
Untersuchungen tritt die schidliche Wirkung des Liweisskorpers 
resp. des Fettes auf die Zuckerassimilation bei kohlenhydratarmer 
Diait sehr leicht auf (I. Mitteilung). Wenn saber eine gewisse 
Menge Kohlenhydrat dargereicht wird, so muss man die Hiweiss- 
resp. Fettzufuhr je nach der zugesetzten Kohlenhydratmenge stark 
vergrossern, um die die Zuckerassimilation schiidigende Wirkung 
der letzteven bemerkbar zu machen (II. Mitteilung). Bekanntlich 
tritt bei Eiweiss-Fettdiat Azidosis in die Erscheinung und wird 
durch Kohlehydratzufuhr wieder beseitigt. Heutzutage herrscht 
auch die Meinung, dass die Azidosis die Zuckerassimilation ver- 
schlechtert. Hier sei auch bemerkt, dass Sakaguchi und seine 
Mitarbeiter neulich mitteilten, dass beim leichten Zuckerkranken 
und Nichtdiabetiker ein grosser Fettzusatz zur kohlenhydratreichen 
Kost auf die Blutzuckersteigerung resp. auf die Glykosurie ge- 
wohnlich vermindernd einwirkt, wahrend beim Schwerkranken 
mit koblenhydratarmer Diit tberreichliche Fettzufuhr eine Steiger- 
ung der Azidosis sowie eine Verschlimmerung des Harnbefundes 
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nach sich zieht. Sie glauben, dass das Fett in Fallen, wo keine 
Azidosis durch Fettzulagen zutage tritt, nicht nur keinen schad- 
lichen, sondern sogar haufig einen giinstigen Einfluss auf die 
Glykosurie ausibt und dass die sogenannte Fettempfindlichkeit 
mit der Verstirkung der Azidosis in innigem Zusammenhang 
steht. Bei solecher Sachlage muss gefragt werden, was die Her- 
absetzung der Kohlenhydratassimilation, welche bei der Eiweiss- 
Fettdiét zustande kommt, mit der Azidosis zu tun hat. In 
vorliegender Arbeit habe ich auf Anraten und unter der Leitung 
von Herren Proff. R. Inada und K. Sakaguchi diese Frage 
aufgenommen. 

Weil ich in erster Mitteilung bestadtigén konnte, dass die 
Assimilationskra’t fur Kohlenhydrat schon nach einem kohlen- 
hydratarmen Tage in den meisten Fallen und nach zweitigiger 
Ernaihrung mit solcher Kost ohne Ausnahme in allen Fallen 
deutlich herabgesetzt wird, so habe ich in folgenden Untersuchun- 
gen den sonst kohlenhydratreich genahrten Versuchspersonen resp. 
-tieren ab und zu ein oder zwei Tage lang kohlenhydratarme Kost 
dargereicht, um dadurch die Verschlimmerung der Zuckerassimila- 
tion auftreten zu lassen. Dabei wurde der Gehalt des Blutes an 
gesamten Azetonkorpern und die Alkalireserve mit der Assimila- 
tionskraft fur Zucker nach kohlenhydratarmen Tagen wie in 
kohlenhydratreich genahrten Perioden vergleichend untersucht. 
Was die Bestimmungsmethode anbetrifft, so wurde der Blutzucker 
mit Bangs Mikro nethode, die Azetonkérper und die Alkalireserve 
nach Van Slyke bestimmt. 


VERSUCHE AN, MENSCHEN. 


Als Versuchspersonen dienten hier sieben in unserer Klinik auf- 
genommene Kranke. Sie nahmen gewohnlich kohlenhydratreiche 
Kost auf. Dazwischen wurden ‘ein bis zwei kohlenhydratarme 
Tage ab und zu eingeschaltet. In beiden, naémlich kohlenhydrat- 
reich resp. -arm yenahrten, Perioden wurde die zuckerassimilier- 
ende Kraft der Versuchspersonen nach der Aufnahme von Sakagu- 
chis Probefrihstick durch halbsttindlich zwei Stunden lang ausge- 
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fihrte Blutzuckeruntersuchung bestimmt. An denselben Tagen 
und zwar morgens im nuchternen Zustande wurde des Blut auch 
durch Veneupunktion aus Cubitalvenen genommen und auf Azeton- 
kOrpergehalt wie auf Alkalireserve untersucht. Die einzelnen 
Daten sind in der Tabelle I tbersichtlich zusammengestellt. 

Aus der Tabelle ersicht man, dass der Azetonkorpergehalt 
des Blutes nach kohlenhydratarm erndhrten Tagen mit der Ver- 
schlimmerung der Assimilationskraft fur Zucker deutlich ansteigt. 
Es ist aber merkwiirdig, dass die Zunahme des Azetonkorper- 
gehaltes nur bei erstmaliger Einschaltung der kohlenhydratarmen 
Kost deutlich in die Erscheinung tritt, wihrend er bei Wiederholung 
derselben Versuche trotz der gleich stark geschadigten Zuckeras- 
similation nur in geringerem Grade zustande kommt oder sogar 
off ganz vermisst wird. Dieser Befund deutet darauf hin, dass- 
die Herabsetzung der Zuckerassimilation und der Anstiez des 
Azetonkorpergehaltes als von einander unabhingige Folgeerschei- 
nungen der kohlenhydratarmen Kost auftreten und in keinem 
innigen oder kausalen Zusammenhang stehen. Bei allen meinen 
Versuchen wurde die Alkalireserve durch kohlenhydratarme Kost 
gar nicht beeinflusst. 


VERSUCHE AN HUNDEN. 


Weil die Herabsetzung der Zuckerassimilationsfihigkeit auch 
am Hunde ganz dahnlich wie am Menschen nach Eiweiss-Fettdiit 
in die Erscheinung tritt (I. Mitteilung), so habe ich die oben er- 
wahnten Versuche am Menschen auch am Hunde wiederholt. Dazu 
habe ich die gewohnlich mit kohlenhydratreicher Kost genadhrten 
Hunde ab und zu ein oder zwei Tage lang nur mit fettreichem 
Rindfleisch gefuttert. Zur Bestimmung der zuckerassimilierenden 
Kraft wurde hier 50 g Traubenzucker in 200 cem Wasser gelést 
durch ein Gummirohr in den leeren Magen jeingefiithrt und die 
danach eintretende Blutzuckererhohung halbstiindlich zwei Stundén 
lang untersucht. Zugleich wurde am vor der Zuckerzufuhr entnom- 
menen Blut der Azetonkorpergehalt und die Alkalireserve be- 
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Wie die Tabelle zeigt, stimmen die Resultate meiner Untersu- 
chungen an sechs Hunden im grossen und ganzen ganz gut uber- 
ein. Obwohl die die YZuckerassimilation schidigende Wirkung 
der Eiweiss-Fettdiit auch hier in allen Fallen deutlich auftrat, so 
war der Anstieg des Azetonkdérpergehaltes doch unbedeutender 
als beim Menschen, so dass sein Wert nur ein wenig vermehrt 
oder unverandert gefunden wurde. Hier kann man auch nicht 
verkennen, dass diese Steigerung nach erstmaligem Finschalten 
der Eiweiss-Fettage haufig etwas deutlicher zutage trat, als nacn 
dem wiedermaligen. Die Alkalireserve blieb auch beim Hunde 
durch Eiweiss-Fettdiat ganz unbeeinflusst. 

Durch meine Untersuchungen am Menschen und am Hunde 
ist soweit sichergestellt, dass bei Verschlimmerung der Zuckerassi- 
milation, welche durch kohlenhydratarme Ernahrung herbeigefuhrt 
wird, die Alkalireserve des Blutes gar nicht vermindert ist und 
die Zurahme des Azetonkorpers nicht immer zustande kommt und 
zwar beim Hunde sehr haufig vermisst wird. Daraus konnte man 
wohl mit grosser Wahrscheinlichkeit schliessen, dass die schadliche 
Wirkung der kohlenhydratarmen Didt auf die Zuckerassimilation 
nicht durch die dabei auftretende Azidosis verursacht wird. Weil 
aber nach kohlenhydratarmen Tagen héaufig die Steigerung des 
Azetonkorpergehaltes des Blutes beobachtet wurde, so muss man 
hier die Existenz einer leichten Azidosis annehmen, obwohl der 
Befund an der Alkalireserve eine solche nicht deutlich zeigte. Auch 
die mogliche Wirkung dieser Azidosis zu beseitigen, habe ich in 
folgenden Versuchen eine relativ grosse Dose Alkali angewandt. 
Dabei ging ich so vor, dass ich zuerst an den wie gewdhnlich 
kohlenhydratreich genahrten Hunden durch Blutzuckerbestimmung 
nach Zufuhr von 50 g Traubenzucker morgens im niuchteruen 
Zustande ihre Assimilationskraft fir Zucker bestimmte und dann 
an anderen Tagen zwei Stunden vor der Zuckerzufuhr 5 g Na- 
triumbikarbonat in 200 cem Wasser gelést durch einen ummi- 
schlauch direkt in den Magen einfihrte, um zu bestatigen, dass 
die Alkalizufuhr bei kohlenhydratreich genihrten Hunden die 
Zuckerassimilation nicht beeinflusst. Um zunichst den Einfluss 
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der Alkalizufuhr auf die durch Tiweiss-Fettdiat geschadigte 
Zuckerassimilation kennen zu lernen, habe ich einmal zwischen 
kohlenhydratreich genihrten Tagen einfach zwei Tiweiss-Fettage 
eingeschaltet und am folgenden Morgen durch Zufuhr von 50 g 
Traubenzucker die Assimilationskraft bestimmt, wiithrend ich ein 
andezes Mal an Hiweiss-Fettagen tiglich 10 g Natriumbikarbonat 
und bei Blutzuckerbestimmung am nachsten Morgen zwei Stunden 
yor der Zuckerzufuhr wieder 5 g Alkali gab. Zugleich habe ich 
den Azetonkirpergehalt des Blutes und die Alkalireserve an dem 
vor ‘oder zwei Stunden nach der Alkalizufuhr, aber stets vor 
der Yuckereinfshrung entnommenen Blute bestimmt. Hier sei 
bemerkt, dass zwischen Hiweiss-Fettagen immer eine drei Tage 
lange Periode mit kohlenhydratreicher Kost eingelegt wurde und 
bei Alknlidarreichung an Eiweiss-Fettagen s‘ets 10 @ Alkali auf 
zwei Mal geteilt spiiter als fanf Stunden nach der Mahlzeit gezeben 
wurde, um den Einfluss von Alkalizufuhr auf die Magensaftsekre- 
tion resp. auf den Verdauungsprozess zu vermeiden. 

Die Tabelle zeigt, dass die Alkalizufuhr bei kohlenhydratreich 
geniihrten Hunden die Zuckerassimilation gar nicht bemerkbar 
beeinflusst und sie ebenso auch auf die durch Hiweiss-Fettdiat 
geschiidigte Assimilationskraft nicht bessernd einwirkt. Bei diesen 
Versuchen wurde der Azetonkorpergehalt immer fast gleich 
gefunden. Selbstverstiindlich zeiete die Alkalireserve eine starke 
Zunahme, wenn sie zwei Stunden nach der Alkalizufuhr bestimmt 
wurde. Die Wirkung des an Eiweiss-Fettagen gegebenen Alkalis 
dauerte uber die Nacht, sodass die Alkalireserve auch am folgenden 
Morgen vor der Alkalizufuhr deutlich vermehrt gefunden wurde, 


Der Harn reagierte an den Alkalitagen stark alkalisch, wahrend 
er sonst stets deutlich sauer war. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Einsvitige Hiweiss-Fettdiit, welche eine deutliche Herab-. 
setzung der Assimilationsfihigkeit fir Zucker nach sich zieht, 
verursacht beim Menschen zumeist eine deutliche Steigerung der 
Azetonkorper des Blutes. Aber bei Wiederholung der Versuche 
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mit kurzen Zwischenzeiten wird dieser Anstieg undeutlicher und 
sogar oft ganz vermisst, wihrend die Herabsetzung der Assimila- 
tionskraft far Zucker dabei ebenso stark wie friher zam Vorschein 
kommt. Beim Hunde ist die Zunahme der Azetonkérper undeut- 
‘licher als beim Menschen ; hier wird sie sehr haufig ganz vermisst, 
obwohl die Schidigung der Zuckerassimilation stark in die 
Erscheinung tritt. 

2. Die Alkalireserve wird beim Menschen wie beim Hunde 
durch Hiweiss-Fetidiat fast gar nicht beeinflusst. 

3. Die Alkalizufuhr wbt bei kohlenhydratreich wie -arm 
genahrten Hunden keinen bemerkbaren Einfluss auf die Zucker- 
assimilation aus, obwohl dabei bei gleichbleibendem Azetonk6r- 
pergehalte des Blutes eine deutliche Zunahme der Alkalireserve 
zastande kommt. 

4. Nach allen oben erwahnten Befunden glaube ich, dass dic 
Herabsetzung der Assimilationsfihigkeit fir Zucker, welche bei 
kohlenhydratarmer Ernihrung zum Vorschein kommt, nicht die 
Folge der Azidosis ist. 


LIVERATOR. 


Kageura, N. (1922): Uber den Einfluss der Fiweiss-Fettdiiit auf den Kohlen- 

hydratstoffwechsel. I. Mitteil. Journ. Biochem. 1, 333. 
II. Mitteil. ebenda, 1, 389. 

Sakaguchi, K. u. Asakawa, O. (1922): Beitrage zur Diabetesforschung VI. 
Mitteil. Uber den Einfluss des Fettes auf die Zuckerassimilation. Mitteil. aus 
d. med. Fakul. d. Kaiserl. Univ. zu Tokyo. 28. 515. 

Van Slyke, D.D. (1917): Studies of acidosis, If. A method for the determination 
of carbon dioxide and carbonate in solution. J. Biol. Chem. 30, 347. 

Van Sylke, D.D., and Fitz, R. (1917): Studies of acidosis VIII. The determina- 
tion of hydrobulytic acid, acetoacetic acid and acetone in blood. J. Biol. 
Chem. 32, 495, 


UNTERSUCHUNG DES HARNS GRAVIDER 
FRAUEN. 
i III. Miffeilung. 


Von 
MISAO HONDA. 


(Aus der Frauenlklinik und dem medizinisch-chemischen Institut der 
Kaiserlichen Universitat 2u Kyoto.) 


(Eingegangen am 7. December 1922.) 


In vorigen Mitteilungen (Honda, 1920 und 1921) habe ich 
konstatiert, dass der Harn gravider Frauen reicher an Aminosiuren 
als der der normalen ist. Dieses Mal habe ich unternommen, 
einzelne Aminosiuren aus dem Harn der gesunden Graviden zu 
isolieren. 

30 Liter Harn wurde von drei Frauen gesammelt, welche in 
der letzten Halfte der Schwangerschaft waren. Der Tagesharn 
wurde mit 20% Salzsiiure angesiuert und unter Zusatz von Chloro- 
form und Toluoluberschichtung in der Eiskammer stehen gelassen. 
Nach der Filtration ausgeschiedener Kristalle wurde der Harn 
unter vermindertem Druck im Wasserbade von 49°C. stark ein- 
geenct. Der erhaltene Sirup wurde mit etwa funffachem Volumen 
959 Alkohols versetzt, dabei ausgeschiedene Salze abgesaugt und 
gut mit 959 Alkohol ausgewaschen. Das Filtrat und der Wasch- 
alkohol wurden vereinigt und im Vakuum zu Sirup eingedamplit. 
Diese Manipulation wurde wiederholt, bis beim Zusatz yon Alkobol 
kein Niederschlag mehr entstand. Zu diesem vom grossten Teil 
der Salze befreiten Sirup wurde drei- bis funffaches Volumen 
absoluten Alkohols  zugefiigt. Dabei schied sich voluminoser 
flockiger Niederschlag aus, welcher nach einigen Stunden sich in 
bréunlichen Sirup umwandelte. Dieser in absolutem Alkohol 
unlésliche Teil wurde yon der Lésung getrennt und zur Isolierung 
der Oxyproteinsiiuren aufbewahrt, 


352 M. Honda: 


Die alkoholische Losung wurde unter vermindertem Druck 
stark eingeengt und in bekannter Weise mit absolutem Alkohol 
und gasformiger Salzsiure verestert. Dabei schied sich kein Gly- 
kokollesterchlorhydrat aus. Die Losung wurde nun im Vakuum 
zu starkem Sirup eingedampft, der Ester mit Kaliumkarbonat und 
40% Natronlauge in Freiheit gesetzt und in Ather aufgenommen. 
Der Ather wurde abdestilliert und der fraktionierten Destillation 
unterworfen. 


Ausbeute 
1. Fraktion bis 69°C. des Wasserbades und 12 mm Druck 26,5 g 
2. 2: pO Dg Cass % 3 x 3 1,8¢ 
3. ” antes 9 ~ 3 0,0 ERIM 9; 15g 
4. 5 3s DOOCOE wes & = + a 10¢ 


Die erste, zweite und dritte Fraktion wurden sofort verseift und im 
Vakuum zur Trockne eingedampft. Die freien Aminosiuren wogen: 


bei der 1. Fraktion 01g 
” » 2 ” 0,4 g 
” ” 3. ” 0,9 g 


Die getrockneten Aminosauren wurden mit absolutem Alkohol 
ausgekocht und der Riickstand in ublicher Weise in Kupfersalze 
ibergefihrt. 

Das aus der ersten Fraktion erhaltene Kupfersalz (0,1 2) wurde 
in Methylalkohol gelost. Der in Methylalkohol geldste Teil wurde 
mit den aus der zweiten und dritten Fraktion erhaltenen vereinigt 
und weiter bearbeitet. Der in Methylalkohol ungeldst gebliebene 
Teil war zu gering fur die weitere Bearbeitung. 

Das aus der zweiten und dritten Fraktion gewonnene Kupfersalz 
wurde auch mit Methylalkohol erschopfend extrahiert. Die Menge 
der in dieser Weise getrennten Kupfersalze wurde in folgender 
Tabelle zusammengestellt : 


TABELLE. 
In Meth 
Fraktion ethylalkohol 
unléslicher Teil léslicher Teil 
: 2 0,2467 g 0,0925 g 


3 0,2946 g 0,1054 g 
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Die in Methylalkoho] unldslichen Kupfersalze der zweiten und 
dritten Fraktion wurden vereinigt und das Alaninkupfer durch 
fraktionierte Kristallisation vom Leucinkupfer getrennt. 
~ Das gewonnene Alaninkupfer wog 0,53 g und zeigte folgenden 
Kupfergehalt. 


0,1262 g Kupfersalz ergaben 0,0334 g CuO. 
Ber. fiir (C,H,NO,),Cu: 26,52% Cu. 
Gef. 26,4199 Cu. 


Die wiisserige Losung der freien Aminosiure drehte die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach rechts. 

Das Leucinkupfer betrug 0,017 g und ergab folgenden Analy- 
senwert : 


0,0170 g Kupfersalz ergaben 0,0034 ¢ CuO. 
Ber. fiir (C,H,,NO,),Cu: 19,63% Cu. 
Gef. 29,00% Cu. 


Die in Methylalkohol geldsten, tief blauviolett gefirbten 
Kupfersalze aus der ersten, zweiten und dritten Fraktion wurden 
aus Wasser umkristallisiert (Ausbeute 0,1931 g). Wegen der 
kleinen Menge konnte ich die Trennung des Valins vom Isoleucin 
nicht ausfuhren. Der Kupfergehalt dieser Praparate zeigte jedoch 
den Mittelwert zwischen Valin- und Isoleucinkupfer. 


0,1931 g Kupfersalz ergaben 0,0397 g CuO. 
Ber. fiir (C,H,,NO,),Cu: 19,6399 Cu, 

esr (Ogel gNO:) eu: 21,49% Cu. 
Gef. 20,53% Cu. 


Der in absolutzm Alkohol geléste Teil der ersten, zweiten und 
dritten Fraktion wurde auch in Kupfersalz tbergefthrt und nach 
dem Trocknen auf dem Wasserbade wurde das 1-Prolinkupfer 
durch die Extraktion mit absolutem Alkohol vom dl-Prolinkupfer 
getrennt. 

Das in absolutem Alkohol geloste 1-Prolinkup!er zeigte folgen- 
den Analysenwert : 


0,0957 g Kupfersalz ergaben 0,0297 g CuO, 
Ber. fiir (C,H, NO,),Cu: 21,79% Cu. 


Gef. 21.63% Cu. 
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Die wasserige Losung der freien Aminosiure zeigte Linksdre- 
hung. 

Das in absolutem Alkohol unlosliche dl-Prolinkupfer wurde 
aus Wasser umkristallisiert und analysiert : 


0,0459 g Kupfersalz ergaben 0,0999 g CuO. 
Ber. fiir (C;H,NO,),Cua: 21,799 Cu. 
Gef. 21,57% Cu. 


Aus der vierten Fraktion wurde 1-Phenylalanin als Chlorhydrat 
isoliert. Dieses Chlorhydrat ergab folgenden Stickstoffwert nach 
Kjeldahl : 


0,0826 g Substanz verbrauchten 4,18 ccm n/10 H,SO,. 


Ber. fiir C,H, ,NO,. HCl: 6,959 N. 
Gef. 6,63% N. 


Die wasserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links. 

dl- und 1-Asparaginsdure, d-Glutaminsaure, und Serin konnten 
nicht isoliert werden. 

Der Ruckstand der Esterdestillation wurde in Essigather gelost. 
Nach der Abdestillation des Essigdthers wurde er 16 Stunden lang 
mit Baryt verseift. Der Baryt wurde quantitativ mit Schwefelsaure 
entfernt und das Filtrat stark eingeengt. Der Rickstand wurde 
unter Zusatz von Natronlauge mit der atherischen Losung des 
f-Naphthalinsv'uchlorids geschiittelt. Die wasserige Losung wurde 
von der atherischen getrennt, filtriert’ und mit konzentrierter Salz- 
sdure stark angesduert. Dabei entstandener, sirupiger Niederschlag 
wurde in verdunntem Ammoniak gelost und wieder mit Salzséure 
gefallt. Diese Behandlung wurde einige Male wiederholt und die 
erhaltene leicht braunlich gefarbte -Naphthalinsulfoverbindung 
im Exsikkator uber Schwefelsiure getrocknet. Diese Verbind- 
ung schmolz bei 157°-159°C. (unkorr.) und ergab folgenden 
Stickstoffwert : 


0,1043 g Substanz ergaben 4,93 ccm feuchten 
Stickstoff bei 8°C. und 769 mm Barometerstand. 

Ber. fiir C,,H,SO,. NH. CH,. COOH: 5,289 N. 

Gef. 5,67% N 
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Dieses Glykokoll scheint als solches im Harn der Schwangeren 
nicht zu existieren, sondern durch die Hydrolyse der Hippursiure 
entstanden zu sein. 
~ Die bei der Esterfreiheit zuriickgebliebene, brockige Salzmasse 
wurde im Wasser geldst, vorsichtig mit Salzsiiure neutralisiert und 
gasformige Salzsiure eingeleitet. Das ausgeschiedene Chlorkalium 
wurde abfiltriert, das Filtrat eingeenet und die ausgeschiedenen 
Salze wieder abfiltriert. Der in dieser Weise méelichst von Salzen 
befreite Sirup wurde in etwa 1 Liter Wasser gelost und unter 
Zusatz von Schwefelsaure auf 5° mit 20% Phosphorwolframsiure- 
losung gefallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt und mit 5% 
Schwefelsiure grundlich ausgewaschen. 

Der Phosphorwolframséureniederschlag wurde mit Baryt zer- 
setzt, der uberschussige Baryt durch Kohlensiure entfernt und bei 
40°C. unter vermindertem Druck eingeengt. Dabei schieden sich 
weisse Kristalle aus, welche nach der Umkristallisation aus heissem 
Wasser 2,3 g wogen. Diese Kristalle gaben weder Weylsche noch 
Jaffésche Kreatininreaktion, wohl aber nach mehrstiindigem Erhit- 
zen mit Salzsiure im siedenden Wasserbade. Die Chlorzinkdop- 
pelverbindung der mit der Salzsdure erhitzten Praiparate ergab 
folgenden Stickstoffwert : 


0,1052 g Substanz ergaben 29,1 ccm feuchten 
Stickstoff bei 9°C. und 768 mm Barometerstand. 


Ber. fiir (C,H,N,0), ZnCl, : 23,18 9%.-N. 
Gef. 23,23% N. 


Die von Kreatin abfiltrierte Mutterlange warde weiter eingeengt. 
Dabei schieden sich briiunlich gefirbte schuppige Kristalle reichlich 
aus. Diese Kristalle guaben Weylsche und J: .csche Kreatininreak- 
tion. Das aus heissem Wasser umkristallisierte Praparat betrug 
8,6 g und begann sich bei 233°C. zu zerseiven. Das Chlorzink- 
doppelsalz ergab folgenden Analysenwert : 

0.1132 g Sukstanz ergaben 21,6 cem feuchten 
Stickstof bei 10°C. und 7€6 mm Barometerstand, 

Ber. fiir (C,H,N,O). ZnCl, : 23,1899 N. 

Gef. 23,03% N. 
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Das Filtrat der Kreatinkristalle wurde mit Salpetersaiure 
schwach angesiuert und die Purinbasen mit 20% Silbernitratlosung 
gefallt. Das Filtrat der Purinbasenfillung wurde weiter solange 
mit 209% Silbernitratlosung versetzt, dass eine Probe der Losung 
mit Barytwasser einen braunen Silberoxydniederschlag erzeugte. 
Dann wurde Barytwasser im Uberschuss zugefiigt. Der Silber- 
Baryt-Niederschlag wurde abgesaugt und mit kaltem verdunntem 
Barytwasser sorgfaltig ausgewaschen. 

Der Niederschlag wurde in heissem Wasser fein suspendiert, 
mit Schwefelsiure’schwach angesiuert und mit Schwefelwasserstoff 
zerlect. Vom Filtrat des Silbersulfids und des Baryumsulfats 
wurde der Schwefelwasserstoff durch Luftdurchleitung, die uber- 
schussige Schwefelsaure durch Baryt entfernt und unter vermind- 
ertem Druck eingedampft. Nun wurde die Flussigkeit mit 
Schwefelséure auf 2,59 versetzt und das Histidin nach dem 
Verfahren von A. Kossel und Patten (1903) durch Quecksilber- 
sulfatslosung vom Arginin getrennt. Nach eintigigem Stehenlassen 
wurde der Niederschlag abgesaugt, mit Wasser gewaschen, in 
heissem Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoif zerlegt. 
Durch das Filtrat des Quecksilbersulfids wurde Luft durch- 
gelcitet und die Schwefelsdiure durch Baryt quantitativ entfernt. 
Das Filtrat wurde stark eingeenet und mit alkoholischer Pikrolon- 
saurclosung versetzt, Das nach einigen Tagen ausgeschiedene 
Histidinpikrolonat wurde abgesaugt und mit wenig kaltem Wasser 
ausgewaschen (0,31 g). Es schmolz bei 232°C. (unkorr.) und 
ergab folgenden Stickstoffwert : 


0,1038 g Substanz ergaben 19,7 ccm feuchten 
Stickstoff bei 8°C. und 767 mm Barometers'and. 


Ber. fiir C.H,N,O,.C,,H,N,O;: 23,40% N. 
Gef. 23,13% N. 


Das Filtrat der Histidinquecksilbersulfatfillunz und das 
Waschwasser wurden vereinigt und durch Schwefelwasserstoff von 
Quecksilber befreit. Nach dem Austreiben des Schwefelwasse:s toffs 
durch Luftdurchleiten wurde die Schwefelsiiure durch Baryt, der 
uberschussige Baryt durch Kohlensiure entfernt stark eingeengt 
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und mit alkoholischer Pikrinsdurelésung gefillt. Das aus Wasser 
umkristallisierte Pikrat zeigte gelbe Nadeln und wenige diinne 
sechsseitige Tafeln. Es schmolz bei 195° C. und ergab folgenden 
Analysenwert : 


0,1519 g Substanz ergaben 35,0 ccm Stickstoff bei 12 C. 
und 760 mm Barometerstand. 


Ber. fiir C,H,N,.C,H,N,0O, : QT,TT% N. 
Gef. C,H,N,-.C,H,N,0,: 26,599% N. 
Gef. 27,35% N. 


Das Pikrat wurde im Wasser gelost, mit Schwefelsdure stark 
angesiuert und mit Ather geschiittelt. Die saure wiisserige Losung 
wurde von der atherischen getrennt und mit Baryt quantitativ von 
Schwefelsdure befreit. Das Filtrat des Bariumsulfates wurde mit 
Salzsiure schwach angesduert und im Vakuum zur Trockne 
eingedampft. Der Ruckstand wurde mit absolutem Alkohol 
erschopfend extrahiert, die alkoholische Losung wieder zur Trockne 
eingedampft, in wenig Wasser gelost und mit 30% wisseriger 
Goldchloridlosung gefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und 
in Ather gelést. Aus dieser dtherischen Losung schieden sich 
rotlichgelbe nadelformige Kristalle in geringer Menge aus, welche 
bei 189-196 C. schmolzen. Ihrer geringen Menge wegen konnten 
die Kristalle nicht analysiert werden. Doch aus dem Verhalten 
und dem Analysenwert des Pikrates und aus dem Schmelzpunkt 
des Goldsalzes durften die Kristalle mit wenig Dimethylguanidin 
beigemengtes Methyleuanidin sein. 

Das Filtrat der Silber-Baryt-Fallung und das Waschwasser 
wurden vereinigt, durch Schwefelsiure von Baryt und durch 
Schwefelwasserstoff yom wtberschiissigem Silber befreit. Die von 
Bariumsulfat und Silbersulfid abfiltrierte Losung wurde durch 
Luftdurchleiten von Schwefelwasserstoff befreit, im Vakuum auf 
etwa 300 cem eingeengt und unter Zusatz von Schwefelsiure auf 
5% mit 209% Phosphorwolframsiurelésung gefallt. Der Phos- 
phorwolframséureniederschlag wurde mit Baryt zerlegt und der 
uberschissige Baryt durch Kohlensiiure entiernt. Das Filtrat des 
Bariumkarbonates wurde unter schwacher Ansiuerung mit Salzsiure 
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in Vakuum zur Trockne eingedampft und mit absolutem Alkohol 
extrahiert. Nach gewisser Einengung wurden die alkoholischen 
Ausziize mit gesittigter alkoholischer Sublimatlosung versetzt. 
Dabei entstandener geringer Niederschlag wurde abgesaugt und 
mit Alkohol ausgewaschen. 

Der Sublimatniederschlag wurde im Wasser fein verteilt und 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das vom Quecksilbersulfid befreite 
Filtrat wurde unter yermindertem Druck zur Trockne abgedampft 
und mit absolutem Alkohol extrahiert. Zu dieser alkoholischen 
Losune wurde alkoholische Platinchloridlosung hinzugefugt, dabei 
fand aber keine Fallung statt. Die Platinchlorid enthaltende 
alkoholische Losung wurde eingedampft, in Wasser aufgenommen, 
mit Schwefelwasserstoff vom Platin befreit und im Vakuum 
getrocknet. Der Rickstand wurde wieder mit absolutem Alkohol 
erschopft, die alkoholische Losung stark eingeengt und mit alko- 
holischer Platinchloridlosung versetzt. Dabei entstand wenig 
weisslichgelber Niederschlag, seine Menge aber war zu gering fur 
die Analyse. 

Das Filtrat des Sublimatniederschlags wurde im Vakuum 
abdestilliert, der Ruckstand im Wasser zerteilt und durch Schwefel- 
wasserstoff vom Quecksilber befreit. Die vom Quecksilbersulfid 
abfiltrierte Losung wurde nach Austreiben des Schwefelwasserstofis 
mit der wiisserigen Losung des bei der Extraktion mit Alkohol 
ungelost gebliebene Riickstandes vereinigt, mit Schwefelsiure bis 
m 5% versetzt und unter Vermeidung eines grossen Uberschusses 
mit 20% Phosphorwolframsdurelosung gefallt. Der Phosphorwol- 
framsiiureniederschlag wurde in bekannter Weise zerlegt und die 
alkoholische Lésung der freien Basen mit der alkoholischen Pikrin- 
siurelosung gefallt. Das erhaltene Lysinpikrat wog nach der 
Umkristallisation 0,0806 g und ergab folgenden Analysenwert : 


0,0806 g Substanz ergaben 12,4 ccm feuchten Stickstoff 

bei 10°C. und 760 mm Barometerstand. 
Ber, fiir ©C_H),N,O, CHINO: 18,679 N. 
Gef. 18,43% N. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Aus 30 Liter Harn drei gravider Frauen wurden Alanin, 
Valin und Tsoleucin, Weucin, Phenylalanin, Histidin, Methyl- 
guanidin (mit wenig Dimethylguanidin beigemengt), Lysin, Kreatin 
und Kreatinin isoliert und identificiert, 
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THE ANTAGONISTIC ACTION BETWEEN SALTS 
ON THE SURFACE TENSION OF ORGANIC 
: COLLOIDAL SOLUTION. 


By 
TETSUTARO TADOKORO, 


(From the Institute of Agricultura! Chemistry of Hokicaido 
Imperial University, Sapporo.) 


(Received for publication, December 7, 1922). 


The physiology of the antagonistic actions between salts has 
been discussed by many authors as I described in my first report 
(Tadokoro,1919). But the physico-chemical reasons of these pheno- 
mena were not explained clearly ; only Osterhout explained them 
by “physiological balanced solutions”. The author hoped always 
honestly to find how the solution was balanced and why the 
solution must be balanced for the protoplasma of living cells. 
As I stated in my first report, the antagonistic action was the 
reversed phenomenon between coagulation and peptisation or 
aggregation and solvation ie. “Ausfaillung und Auflosung” of pro- 
toplasma. I observed the antagonistic phenomenon of the diffusion 
velocity of salts through a layer of plasma-colloids and it was 
also observed with different salts in enzymic actions. Those re- 
sults showed that the antagonistic action of salts is caused in the 
presence of colloids. As I described in my second report (Tadokoro, 
1922), the antagonistic action with two salts was caused through 
reversal of the dispersion degree of the colloidal solution and the 
change of the forms and structures of colloidal particles. 

The surface tension is a characteristic property of a colloidal 
solution and it is governed by the change of dispersion degree. 
Already Bredig has stated that the surface tension of mercury 
in contact with an electrolyte solution attains the maximum when 
the potential difference is zero. The change of the surface tension 
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of a colloidal solution would thus be caused by the aggregation 
which gives the mimimum limit of the electrostatic charge, and 
with solvation it is vice versa. 

Herve I examined the antagonistic action between salts on the 
surface tension of organic colloidal solutions and undertook the 
following experiment. 


EXPERIMENTAL. 


The surface tension of the following colloidal solutions was 
measured with Nory’s (1919) apparatus at constant temperature. 
The principle of the apparatus is based upon the fact that a metal 
ring adheres to the surface of a liquid and the torsion of a wire 
is used to counteract the tension of the liquid film and to break 
it thus it is simply a torsion balance. As the force on the wire 
in case of water (which has the highest surface tension) is only 
72 dynes per sq.cm; we can assume that, within this limit, the 
strain on the wire is proportional to the angle of torsion. 

As samples of colloidal solutions, I used in the following ex- 
periments, a fresh horse blood serum and juices of vegetables, 
the latter were prepared in the following way. Fresh vegetables 
were freed from roots, dust and faded leaves, afterwards washed 
with distilled water and adhering water was dried with blotting 
paper. Then they were ground in a porcelain mortar. The vega- 
table juice was pressed out, centrifuged, freed from chloroplasten 
by filtering, and thus I obtained the clear juice which was used 
in the following experiment. (All numbers of the following tables 
are average of five results of the same sample). 
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TABLE I. 


The antagonistic action between CaCl, and NaCl, CaCl, 
and NaNO, in horse pias serum. 


s Blood serum and Blood serum and 


salt solution. dynes/em salt solution. dynes/em 

3ec. blood serum +0.5ce H,O 64 3cc. blood serum +5ec. HO 64 
»” ” ” +0.5¢ec, ” ” ” +0,5ce. 

N-CaCl, 66 N-CaCl, 66 
” os ot 0.3¢ce. » + 0.3cc. 

N- CaCl, +0.2cce. N-NaCl 63.5 ”'N-CaCl, +0.2cc. N-NaNO, 64 

re ee » +0.5cc.N-NaCi 64.5 Peers », +0.5cce.N-NaNO,, 66.5 
TABLE IL 


The antagonistic action between Ca(NO,), and NaCl, ZnSO, 
and NaC] in horse blood serum, 


Blood serum and Blood serum and 


salt solution. pyaeon salt solution. dynes/em 
2ce. blood serum +0.5cc. HO 64 3cc. blood serum +0.5cc. H,O 64 
a es 5, sellearees See kita 3, 05ec: 
N-Ca(NO, ), 66 N/10ZuZO, 69 
s» -4-O0:3ec. es pee O:5ec: 
"N-Ca(NO es 40: Qcc. N-NaCl 65 N/ 10ZnSO, +0.2cc. N-NaCl 64 
i: Wess » +0.5cec. N-NaCl 64.5 a es » +0.5cec. N-NaCl 64.5 
TABLE If. 
The antagonistic action between MgCl, and NaCl, CaCl, 
and MgSO, in horse blood serum. 
Bl ai erum and Blood serum and ; 
wank: ee ae salt solution. dynes/om 


4 galt solution. 


3cc. blood serum +0.5ce. HO 64 3cec. blood:serum +0.5cc. H.,O 64 


sient » +0.5cc. ore as » +0.5cc.CaCl, 66.5 
N-MgCl, 62.5 ; beh aes 
- 5 ees: N-CaCl, » +0. "Bec N-MgSO,| 64.5 
N-MgCl, +-0.2cc. N-NaCl 64.5 


” ” » + 0.5ec. 
+0.5cc. NaCl 64.5 MgSO, 64.5 
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TABLE IV. 


The antagonistic action between ZnSO, and Ca(NO;), in blood serum. 


Blood serum and Blood serum and 


salt solution. dynesjem salt solution. dyncsjcm 
3cc. blood serum + 0.5ec. HO 64 3cc, blood serum +0.5cc. 69 
N/10ZnSO, 
3 » +03cc. N/10- +.0.5ee. 


ZnSO, +0.2ce.N-Ca(NO,},| 645 | 7 7% ” N-Ca(NO,) we 
3/2 


TABLE V. 
The antagonistic action between Ca(NO,), and KCl, AICI, and 
Ca(NO;)., MgCl, and CaCl,, ZnSO, and CaCl,, 
CaCl, and KNO, in vegetable juice. 


Surface tension of vegetable juice, (dynes/cm.) 
Vegetable juice and salt solution. 


Pak-choi Pot-herb | Pe-tsai [Swass chard. 


(1) Antagonistic action between Ca(NO,), and KCl. 


3ce. vegetable juice +0.5cc. H,O 56 56 58 48 
53 + 0.5ee. N-Ca(NO,), 53 53 55 51 

‘ +0.3cee. N-Ca(NO,,)} 
0.2ce. N-KC1 56 56 57.5 49 
, +0.5ece, N-KCl 56 56 56 46 

(2) Antagonistic action between AIC], and Ca(NO,),, 
3cc. vegetable juice +0 5cc. HO 50 56 58 48 
a +0.5cec N-AICI, 60.5 58 55 ? 52 
FS +0.3ec. N-ALC1,— 

+0.2cc N-Ca(NO,). 56 56 57 49 
eS +0.5cc. N-Ca(NO,). 54 54 57 51 


(3) Antagonistic action between MgCl, and CaCl,. 


sec. vegetable juice + 0.5cc. H,0° 56 56 58 48 
os +0.5cc. N-MgCl, 54 54 dd 46 

a +0.3ce. N-MgCl, 
+0.2cce. N-CaCl, 56 56 57 48 
- +0.5cce. N-CaCl, 54 54 55 51 
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(4) Antagonistic action between ZnSO, and CaCl,. 


3cc. vegetable juice+0.5cc. H,O 56 56 58 48 


os +0.5cc, N/10ZnSO, 59 58 59 46 

= = +0.3cc. N/10ZnS0, 
+0.2cc. N/CaCl, 56 56 58 48 
oe +0.5cc. N-CaC], 54 54 54 49 


(5) Antagonistic action between CaCl, and KNO,. 


3cc. vegetable juice +0.5cc H,O 56 56 58 43 
» +0.5ec. N-CaCl, 54 54 54 50 
” +0.3cc. N-CaCl, 
+0.2ec, N-KNO., 56 56 57.5 48 
5 +0.5ec. N-KNO, 54 54 55 46 
SUMMARY. 


From the results of the above surfac2 tension experiments on 
organic colloidal solution, we summarise as follows :— 

The antagonistic action between two salts is caused by a 
reversal of the surface tension with these colloidal solutions. As 
I showed in the preface to this paper the reversal of the surface 
tension is caused by the reversal of dispersion degree and reversal 
of the aggregation by solvation of these colloidal solutions, and 
this is therefore the principal physico-chemical reason for the 
antagonistic phenomenon in colloidal solutions of protoplasma. 


REFERENCES. 


Nouy. (1919): Journ, General Physiology I, No., 5. 
Tadokoro, T. (1919): Journ. Coll. Agr., Hokkaido, Imp. Univ., 85. 154. 
Tadokoro, T. (1921): Journ. Coll. Agr., Hokkaido, Imp. Univ., 10. 3. 


NOTE ON THE ARTICLE OF CHISATO AIBARA 
ON “GLYCOLYSIS.” 


By 


P, A. LEVENE and G.M. MEYER. 
(From the Rockefeller Institute for Medical Research.) 


(Received for publication, December 18, 1922), 


In a publication (Aibara, 1922) which has just come to our 
notice, Aibara attributes to us the statement that ‘“laked blood 
which has lost its glycolytic power reacquires the same ater the 
addition of phosphates.” He further proceeds to test the correctness 
of this claim and reaches a negative result. 

We are greatly surprised at: the attempt of Aibara to attribute 
to us a statement which we have never made. In our publica- 
tion (1912) on this subject it was pointed out that in the absence 
of phosphate solution no action of leucocytes on hexoses was 
observed ; whereas such was evident in the presence of the buffer 
solution. 

We are certain that had Aibara read our articles more care- 
fully, there would have been no occassion for him to exclaim: 
“Wo soll man den Fehler yon Levene’s Arbeit suchen?” ! 


REFERENCES. 


Aibara, Chisato, (1922) J. Biochemistry, 1, 469. 
Levene, P. A. and Meyer, G.M. (1912), J. Biol. Chem., 11, 361. 


NOTE OF CORRECTION ON MY ARTICLE 
ON “GLYCOLYSIS.” 


By 
CHISATO AIBARA. 
(From the Red Cross Hospital at Nagaw) 


(Received for publication, December 28, 1922). 


It is to my great regret that I made a false reference in my 
last article on “glycolysis” (1922) referring to the work of 
Levne and Meyer. The reason was that owing to lack of 
time I made use of a small abstract of their work given in a 
current Japanese medical journal. 

I wish, therefore, to correct the following passages in my last 
paper. 


Cross out on page 469—Vol. I, No. 3—July, 1922: 
14th line—“ Was auch Levene and Meyer behaupten ” 


25th Iine—* Wo soll man ‘den Fehler von Levenes Arbeit 
suchen ?”’ 


REFERENCE. 
Aibara, C, (1922) J. Biochemistry, 1. 469. 


UBER DIE LIPOIDSUBSTANZEN DER PLACENTA IN 
VERSCHIEDENEN SCHWANGERSCHAFTSMONA- 
TEN MIT BESONDERER BERUCKSICHTIG- 
UNG IHRER MENGENVERHALTNISSE. 


Von 


~ 


HANSUKE WATANABE. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institute, Osaka Medizinische Akadeinie, 
Osaka, Direktor : Prof. Y. Kotake.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1922.) 
EINLEITUNG. 


Bei der Schwangerschaft wird das Blut lipoidreich, was unter 
dem Namen der Schwangerschaftslipoidimie (Hermann u. Neu- 
mann, 1912) bekannt ist. Der Lipoidgehalt wachst, wie es 
scheint, mit jedem Schwangerschaftsmonate. 

Die Huhnereier enthalten in ihrem Dotter eine gewaltige 
Menge Lipoidsubstanzen, welche bei der Bebrittung allmihlich 
verbraucht werden (Plimmer u. Scott 1909; Masai u. Fuku- 
domi, 1922). Es liegt nahe anzunehmen, dass die Lipoidsub- 
stanzen bei der Entwicklung der Végel (und der Tiere tiberhaupt) 
eine grosse Rolle spielen. 

Bei den Végeln liegen die Beziehungen vyerhiiltnismissig einfach 
yor; die totale Menge der wiihrend der Bebriitungszeit notwen- 
digen Lipoidsubstanzen ist im Hidotter enthalten, sodass sich die 
zu jeder Entwicklungsperiode verbrauchte Menge durch die Be- 
stimmung der im Eidotter zurickbleibenden berechnen lasst. 

Bei den Siiugetieren sind die Beziehungen nicht so einfach. 
Die Frucht wird hier von der Placenta gebildet, welche die zum Autf- 
bau ihres Kérpers notwendigen Substanzen besorgt oder reguliert 
Die Placenta bewahrt die vom miitterlichen Korper aufgenom- 
menen Nahrungsstoffe zeitweilig auf, oder sie bildet daraus andere 
Nihrstofte oder physiologische Substanzen, welche der Frucht 
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mx Entwicklung notwendig sind. Die Placenta stellt also die 
Vermittlerin zwischen dem miitterlichen Organismus und der 
Frucht dar, und versorgt die letztare fortwahrend mit gewissen 
Substanzen, welche sie als solche oder ihre Muttersubstanzen 
ununterbrochen vom mitterlichen Blut bezieht. So ist es hier 
nicht moglich, aus der Menge der in der Placenta enthaltenen 
Lipoidsubstanzen einen Schluss auf die zur Entwicklung der Frucht 
verbrauchten zu ziehen. Andererseits stellt aber die Placenta das 
Reservoir dar, und sie bewahrt zeitweilig darin die vom miutter- 
lichen Organismus eingeftihrten Nahrstoffe (oder ihre Umwand- 
lungsprodukte) auf, welche nun in einem gewissen Verhdaltnisse 
zur Entwicklung der Frucht stehen :mussen. j 

ai dem menschlichen Foetus sind es das Gehirn und die 
Leber, die sich wahrend des intrauterinen Lebens am bedeutend- 
sten entwickeln. Das Gewicht des Gehirns und der Leber verhalt 
sich zu dem des ganzen Korpers, beim Foetus und beim Erwa- 
chsenen resp., wie folgt (Sakaki 1913). 


Foetus Erwachsener Das Verhaltnis zwischen 
dem Foetus u. Erwachsenen 
Gehirn 14-15 %& 216 % 6,9:1 
Leber 4,75 % 2,75 % nyo f 


Daraus ersieht man, wie bedeutend sich das Gehirn wahrend 
des foetalen Lebens entwickelt, und wie gross dementsprechend 
der Bedarf an Lipoidsubstanzen wahrend dieser Zeit sein 
muss. 

Da die Placenta, wie erwahnt, ein, wenn auch nur zeitweiliges 
Reservoir der zur Entwicklung der Frucht notwendigen Substan- 
zen darstellt, und da die Lipoidsubstauzen als Bestandteile des 
withrend dieser Zeit stark wachsenden Gehirns eine grosse Rolle 
Spielen, so wird es nicht eine vergebliche Muhe sein, den placen- 
talen Lipoidsubstanzen einige Aufmerksamkeit zu widmen, um- 
somehr als ihnen neuerdings betrefis der Vitaminfrage eine Be- 
deutung zugeschrieben wird. 

Die Vitamintheorie beansprucht zum Leben und Wachstum 
der Organismen ausser den uns wohlbekannten chemischen Stoffen, 
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wie Eiweisse, Kohlenhydrate, Fette und unorganische Nihrstoffe, 
noch besondere Substanzen, d. i. Vitamine (Funk, 1911) oder 
Nutramine (Abderhalden, 1918), deren reine Isolierung uns noch 
nicht gelungen ist. Es liegt nahe, anzunehmen, dass die Frucht 
“gur Zeit, wo ihre Entwicklung besonders intensiv vor sich geht, 
auch eine recht grosse Menge Vitamine braucht, und dementsprech- 
end die Placenta zeitweilig eine reichliche Menge Vitamine 
enthalten kann. Und da von den Vitaminsubstanzen das “ fett- 
losliche A” zu einer WLipoidfraktion. gehort, so kommt dera 
Studium der placentalen Lipoidsubstanzen und ihrer Mengenvyer- 
haltnisse eine Bedeutung auch in dieser Beziehung zu. 

Die Lipoidsubstanzen der Placenta scheinen auch  Prinzi- 
pien der inneren Sekretion zu sein. Dass die Placenta besondere 
Hormone zu bilden befihigt ist, wird heutzutage nicht mehr 
bezweifelt, wenn auch unsere Kenntnisse tiber diese physiologi- 
schen Substanzen meines Wissens sehr lickenhaft sind. Die 
Cytologen sehen in den Plastosomen, Lipoidkérnern und —blasen, 
die sich in den Zottenzellen der Placenta vorfinden, einen Ausdruck 
der inneren Sekretion, indem die Plastosomen die Muttersubstanz 
und die Blasen die verflussigten Lipoidkérner, und sie alle so 
nur verschiedene Formen der Juipoidsubstanzen sein sollen; dabei 
gehen sie aber an dem Wesen der letzteren vorbei (Frinkel, 
1915; Fujimura, 1919). 

Manche Autoren haben auch verschiedene Experimente mit 
Lipoidsubstanzen aus der Placenta angestellt (Hermann, 1915; 
Doi 1919). Meist haben sie den Versuchstieren placentale Rohli- 
poide einverleibt und dadurch die Hypertrophie der Brustdrisen 
mit gesteigerter Absonderung oder die Hyperamie und Hyper- 
trophie der Genitalien, wie es bei der Schwangerschaft der Fall 
ist, hervorgerufen. Auf diese Tatsache gestutzt, behanpten sie, dass 
die Hormone der Placenta eine Art Lipoid sein sollen. Aber auch 
entgzegengesetzte Resultate wurden yon anderen Forschern erzielt, 
noch andere wollen dasselbe Resultat auch mit Foetus, Ovarium, 
Hypophyse; Schilddrise ete. erzielt haben, so dass diese Wirkung 
nicht als eine den Lipoiden der Placenta eigentumliche angesehen 
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werden. konnte. 

Bisher sind zu diesen Experimenten uur solcke Placenta oder 
andere Organextrakte benutzt worden, die man dadurch herstellte, 
dass man das betreffende Gewebe mit Alkohol oder Ather ex- 
trahierte, und die als Robhlipoide verschiedene Lipoidsubstanzen, 
so Phosphatide, Cholesterin,.Zerebroside, auch Neutralfette, u. zw. 
in ganz unbestimmter Menge, enthalten. Die Lipoide haben oft, 
wie bekannt, ganz verschiedene, ja auch antagonistische Wirkun- 
gen; so fdrdert das Lezithin die hamolytische Wirkung des 
Kobra- und Saponingiftes, welche durch Cholesterin unterdruckt 
wird; dagegen wird die Widerstandsfihigkeit der roten Blut- 
korperchen durch Lezithin vermindert, durch Cholesterin gestei- 
gert; die Wassermannsche, wie Sachs-Georgische Reaktion 
fallt je nach dem Gehalt an Lezithin und Cholesterin ganz 
verschieden aus. 

Wenn so verschiedene Lipoide, wie Lezithin und Cholesterin, 
oft entgegengesetzte Wirkungen entfalten, so ist es nur naturlich, 
dass die Experimente mit gemischten Rohlipoiden keine tberein- 
stimmenden Resultate ergeben, welche eiven eindeutigen Schluss 
gestatten. Wenn nach den Ergebnissen bisheriger Forschungen 
anzunehmen ist, dass die Prinzipien der inneren Sekretion keine 
solchen Substanzen sind, deren chemische Zusammensetzung uns 
bekannt ist, wie Lezithin oder Cholesterin, so ist andererseits 
vorauszusehen, dass bei einem Versuche mit Rohlipoiden eine Art 
Lipoid, auch wenn es eine wichtige physiologische Funktion 
besitzen sollte, diese nicht entfalten werde, denn die mitenthaltenen 
anderen lLipoidarten werden ihre Wirkung unterdriicken, oder 
doch nicht klar an den Tag kommen lassen. Dieser Standpunkt 
gewinnt um so mehr an Bedeutung, als man neuerdings als ein 
Hormon der Placenta ein gewisses Cholesterinderivat in Anspruch 
nimmt (Oppenheimer 1920). 

Wie oben auseinandergesetzt, sind die Lipoidsubstanzen der 
Placenta, trotz ihrer grossen Bedeutung sowohl fir die Ernahrung 
der Frucht, als auch fiir die innere Sekretion der Placenta, noch 
sehr wenig aufgeklart. Dies findet teilweise seine Entschuldiguue 
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darin, dass die chemische Forschung der Organlipside zur Zeit, 
wo die Fraktionierung der Zellenlipoide noch nicht genau ausgefiihrt 
werden kann, sehr schwer ist. Man kann aber den Arbeiten 
mancher Autoren, die sich mit histologischen und funktionellen 
Seiten der Frage befassen, nicht ohne Riickhalt beistimmen ; sie 
stehen alle auf schwachen Fissen. 

Es fehlt audererseits auch nicht an Arbeiten, die sich auf die 
Chemie beziehen (Bienenfeld, 1912; Higuchi, 1909; Mohr u. 
Heinemann, 1912; Sakaki, 1913; Polano, 1910 u. A.). Diese 
Forscher haben aber alle reife Placenta als Material gebraucht, 
woran sie teils die quantitative Bestimmung gewisser Substanzen, 
wie z. B. Cholesterin, Phosphor, Fettsiure, vornahmen, teils haben 
sie bei einigen Phosphatiden, die in gewissen Lipoidfraktionen 
enthalten sind, Bau und Beschaffenheit studiert. Eine systema- 
tische Untersuchung der placentalen Lipoidsubstanzen nach ihren 
Bestandteilen und ihren Beziehungen beim Wachstum der Placenta 
oder vielmehr der Frucht wird noch immer vermisst, und diese 
ist es, die ich bei vorliegender Arbeit mir zur Aufgabe gestellt 
habe, und der ich folgendermassen zu Leibe :gegangen bin. 

A. Extraktion und Fraktionierung der placentalen Lipoidsub- 
stanzen. (Erforschung der Bestandteile). 

B. Physiologische Mengenverhaltnisse der Lipoidsubstanzen im 
Laufe der Schwangerschatt. 

C. Die Mengenverhaltnisse der Lipoidsubstanzen der Placenta 
bei pathologischen Fallen. 


= 


A. EXTRAKTION DER PLACENTALEN LIPOIDSURSTANZEN. 


Tm allgemeinen gibt ein und dasselbe Gewebe.mit |verschie- 
denen Extraktionsmitteln verschiedene Lipoidsubstanzen in vyer- 
schiedener Menge ab. Einige Forscher (Higuchi, 1908; Heine- 
mann u. Mohr, 1912) haben nach Kumagawa-Sutoscher Ver- 
seifungsmethode verfahren, an ‘e (Bienenfeld, 1912; Polano, 
1910) haben, sich des Petrolithers bedient, noch ein anderer 
(Sakaki, 1913) hat den Brei aus frischer, nicht eingetrockneter 
Placenta mit warmem Alkohol von 60° C. extrahiert. Die auf- 
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fallende Verschiedenheit in den Ergebnissen dieser Autoren wird 
wohl den verschiedenen Extraktionsmethoden oder Extraktions- 
mitteln zuzuschreiben sein. Als Eeispiel mochte ich hier einige 
Resultate von Klein u. Dinkin (1914), die sich aus den Versuch- 
en mit Blutserum ergaben, tabellarisch angeben. Daraus geht 
hervor, dass die Extraktionsfahigkeit des Petrolathers sehr gering 


ist. 


TABELLE I. 
me Lipoidgehalt Cholestringehalt 
Extraktionsmittel Dauer, AGE des Extrakts des Extrakts 
Extraktion g g 

Alkohol 18 Stunden 0,076 0,0150 
Chloroform 18 rr 0,061 0,0092 
Aceton 18 ns 0,023 0,0037 
Petrolither 18 33 0,010 0,00 20 


Nachdem ich mich so im allgemeinen orientiert habe, habe 
ich das Placentapulver durch 48 Stunden, u. zw. erst mit warmem 
Alkohol 24 Stunden, dann mit Ather 24 Stunden, wieder anderes 
nach Bienenfeld durch 48 Stunden mit Petrolather extrahiert 
und die Extrakte miteinander verglichen. Das Resultat ist in 
Tabelle IT zusammengestellt. 


TABELLE II. 


Extrahiert Nr. ae ea as POs Cholesterin 9% 
gees 70 
Durch 24 Stunden : 10.41 0,480 0,549 
mit Alkohol dann ee 
ars tel Coenen wae 12,66 0,506 0,627 
Ather. 3 9,98 0,396 0,438 
1 9,25 0,041 0,463 
Durch 48 Stunden 
mit Petrolither 2 10,84 0,102 0,501 
3 | 8,23 0,063 0,385 


SSS ee 


U 
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Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, ist das Petroliitherextrakt 
armer sowohl an gesamten Lipoidsubstanzen, wie an Cholesterin, 
am armsten aber an Phosphatiden, woraus wohl zu erkliiren ist, 
warum Bienenfeld bei seiner Untersuchung mit reifer Placenta 

~den Phosphor nur in Spuren gefunden hat. 

Die Vergleichung yon Alkohol-Atherextraktion und Verseifungs- 
verfahren ist folgendermassen ausgefallen. 


TABELLE III. 


Ny, | Lipoidsubstanzen — Cholesterin Gesamtfettsiiuren _ 
eee % % % 
1 10,41 | 0,549 6,42 
Alkohol-Ather- 9 Re 97 ; 
ae ere 2 12,65 0,627 7,04 
3 9,98 0,438 4,93 
1 | 0,571 6,11 
Verseifungs- 2 | 0.590 730 
methode | ia 
3 | 0,473 5,05 


Beide Methoden geben so fast dasselbe Ergebnis und ich bin zur 
Uberzeugung gelangt, dass die Alkohol-Atherextraktion fiir das 
Placentapulver am zweckmiassigsten ist. Ich bin bei der Hevr- 
stellung des Extraktes folgendermassen verfahren. Nachdem man 
eine frische Placenta von dem an der Oberfliiche haftenden Blut 
und Blatgerinusel gereinigt hat, fuhrt man eine Kanule, welche 
mit einem Irrigator mit Wasser in Verbindung steht, in die Nabel- 
vene. Durch Jnfundierung mit Wasser werden die Gefiisse von 
dem darin enthaltenen Blut befreit. Dann schert man yon der 
Placenta die dariu befindlichen Eihautstucke, Bindegewebe, gro- 
ssere Gefiisse und auch Nabelschnur ab, so dass moglichst reines 
Placentaparenchym zurtckbleibt. Dieses wird dann in kleine 
Stiicke zerschnitten, dann in einem Morser zu Brei zerricben. 
Der so gewonnene Brei wird in dunnen Schichten auf Glasplatte 
ausgebreite=t und in einem  Ventilationstrockenapparat — mit 
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elektrischen Fichern bei 30-40° C. durch mehrere Stunden 
getrocknet. Der trockene Kuchen wieder in einem Morser 
fein zerrieben, und das Pulver weiter in einem Vaknumexsikkator 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet; bis dahin dauert es 
gewohnlich wochen bis monatelang. 

Wenn das Placentapulver konstantes Gewicht erreicht hat, 
so wird es in einem Heissextraktionsapparat nach Kumagawa u. 
Suto durch 24 Stunden mit Alkohol, dann in einem*Soxhlet- 
Extraktionsappavat wieder 24 Stunden mit Ather extrahiert. 


B. FRAKTIONIERUNG DER PLACENTALEN LiporpsUBSTANZEN. 


Mohr u. Heinemann (1912) wd Higuchi (1910) haben 
die placentalen Lipoidsubstanzen durch Verseifung in Fettsdiuren 
und unyerseifbare Substanzen abgetrennt und bestimmt. Sie 
haben ferner aus der Gegenwart des Phosphors im Alkoholextrakt 
auf das Vorhandensein der Phosphatide geschlossen. Bienenfeld 
(1912) hat im Petroldtherestrakt nach Windaus (1910) durch 
Digitoninmethode freies und esterformiges Cholesterin herausge- 
funden. Polano (1910) hat das Placentapulver erst mit Petrolather 
behandelt und das so gewonnene Extrakt als Neutralfette betrachtet. 
Dann wurde der Ruckstand mit durch Schwelelsiure ange- 
siuertem Alkohol extrahiert, und aus dem Extrakt wurde durch 
Behandlung mit Bleikarbonat die Oleinsdure von wbrigen Sauren 
abgetrennt und quantitativ bestimmt. Sakaki (1913), der die 
Zusammensetzung der placentalen Phosphatide studiert hat, hat 
frische Placenta mit warmem Alkohol extrahiert. Dieses Extrakt 
bildete bei Erkaltung einen Niederschlag, dieser wird mit Ather 
behandelt, wnd der dabei ungeldst bleibende Teil wird als “A” 
bezeichnet. Der alkohollésliche Teil gibt, wieder mit Ather und 
Aceton behandelt, “B”. Der im kalten Alkohol losliche, aber in 
Ather unlésliche Teil wird mit “©” bezeichnet. Weiter hat er 
gefunden, dass “A” eine Art Diaminimonophosphatid, ein Mittel- 
ding zwischen Apomyelin und Sphyngomyelin, ist, dass “B ” dem 
Jekorin nahe verwandt, und “©” dasselbe wie “A”? ist. 

Von den verseifbaren und unverseifbaren Substanzen der 
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placentalen Lipoidsubstanzen sind bisher ausser dem freien und ge- 
bundenen Cholesterin und Fettsiiuren nur einige Phosphatide bekannt. 
Diese Substanzen wurden aber jede fir sich ausgezogen, im 
Gegensatz zum Verfahren bei anderen Organ-Lipoidfraktionen, 
wie des Gehirns, des Herzens und auch des Blutserums, wobei 
systematisch vorging. Ich habe 
Vorarbeit zur biologischen Forschung der placentalen Lipoidsub- 


man ganz deshalb, als 
stanzen, deren systematische Fraktionierung vorgenommen, ich 
wollte Fraktion 
Mengenverhiltnisse zu einander bestimmen. 
folgendes: Nachdem das Alkohol-Atherextrakt der Placenta bei 


jede auch analytisch untersuchen und ihre 


Mein Verfahren war 


niedriger Temperatur verdunstet worden ist, wird es durch Behand- 
lung mit Ather in dtherlésliche und -unldsliche Fraktionen geteilt. 
Das eingetrocknete Alkohol-Atherextrakt wird nimlich mit tiber- 
schiissigem Ather versetzt uid dann im Eisschrank stehen gelassen; 
es bildet sich am Boden der Maren, briiunlichen Atherlésung ein 
gelblichweisser Niederschlag. Dieser wird wieder in 
Menge Alkohol aufgelést, mit Ather versetzt und dann stehen 
gelassen. Die iitherlosliche Fraktion wird verdunstet, wieder in 
Ather aufgelést und stehen gelassen, und der sich bildende Nieder-: 
schlag entfernt. Nachdem diese Manipulation mehrmals wiederholt 
worden ist, wird die Menge — beider Fraktionen mit einander 


kleiner 


verglichen. 
csemer | Alkoholither- | Atherlistiche | \thernnlisliche 
naa alle extrakt, Fraktion (1) | Fraktion (IL) 
ai q sells aS A ats 
25,08 3,3121 2,7213 0,L091 
21,36 2,9840 2,4055 O,0894 


IT. Die atherlosliche Fraktion. 


Die itherlisliche Fraktion wird durch Aceton in acetonlosliche 


und -unlosliche Fraktion getrennt. 


Die 


itherlosliche Substanz 


wird wamlich durch Versetzung mit Aceton in geibliche Losung 


und braunen WNiederschlag getrennt. 


Der 


Niederschlag 


wird 


378 E. Watanabe : 


wieder mit Ather behandelt, verdampft und abermals mit Aceton 
behandelt. Die acetonlisliche Fraktion wird ebenfalls nochmals 
mit Aceton behandelt und der Niederschlag entfernt. 


[ax ers a hie. Acetonunlésl. Acetonlisl. 
pheno e SeC aC) Fraktion (2) Fraktion (d) 
q q q 
2,1351 0,8049 1,1832 
2,0743 0,7310 1,0746 


a) Die acetonunlisliche Fraktion des dtherlislichen Teils. 


Die hier in Betracht kommenden Substanzen gehoren haupt- 
sichlich zu den Phosphatiden. Sie trennen sich durch Behand- 
lung mit Alkohol in ldsliche und unldsliche Fraktionen. Beide 


Fraktionen werden wieder mit Ather, Alkohol und Aceton 
behandelt. 


= ; ‘ “Alkohollisl. Alkoholunlésl. 
poctonun Sel oit (3) Fraktion (b) Fraktion (c) 
g i] q 
1,0528 0,6905 0,1037 
1,1041 0,7008 0,1050 


b) Die alkohollisliche Fraktion des acetonunldslichen Teils. 


Die so gewonnene alkohollisliche Fraktion bildet, mit bedeu- 
tender Menge Ather versetzt und stehen gelassen, eine kleine Menge 
weisslichen Niederschlags, weleher entfernt wird. Das Filtrat 
wird verdampft, mit Aceton versetzt und der dadurch entstehende 
Niederschlag wieder in Ather und Alkohol aufgelist. 


Alkohollisl. Teil (b) Atherlisl. Fraktion Atherunlisl. Fraktion — 
9 d g 
0,6274 0,4164 0,0073 
0,2001 0,175 


0,0018 
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Die alkohol- und atherléslichen Substanzen gehoren zu der 
Lezithinfraktion, ihre physikalischen Eigenschaften sind denen 
des Lezithins gleich. Die Bestimmung des Stickstoffs und des 
Phosphors ergab folgenes Verhiiltnis. 


~ 


. Material Zur Bestimmung P (nach Neumann) 
g verwendet n/2 
NaOH com g 1% 
0,2108 15.5 0,0086 4,15 
0,3600 26,8 0,0149 4.13 
Material Zur Neutralisation N (nach Kjeldahl) 
: verbraucht N/10 
d H,,S0, com g a 
0,3071 4,4 0,0065 2,11 
0,281.4 4,0 0,0057 2,05 


Daraus ergibt sich P: N=1:1,12 


Um den Basenanteil an dieser Fraktion zu studieren, habe ich 
sie durch zweistindiges Erwarmen mit Barytwasser hydrolysiert, 
und das wuberschussige Baryum durch Durchleiten der Koblen- 
siure gefallt, und filtriert. Das Filtrat wurde verdampft, mit 
absolutem Alkohol extrahiert und mit alkoholischer Losung des 
Platinchlorids versetzt. Das sich dabei bildende Prazipitat wird 
aus warmem Wasser und Alkohol umkristallisiert und der Schmelz- 
punkt der Kristalle bestimmt. Dieser betrug 234° C, woraus man 
erkennt, dass man hier ein Cholinplatinchlorid vor sich hat. Man 
sieht, dass die in dieser Fraktion vorkommende Substanz denselben 
chemischen Bau hat wie Lezithin. 

Der in den acetonunléslichen und alkoholloslichen Substauzeu 
bei Versctzung mit Ather sich bildende Niederschlag kam in so 
kleiner Menge voz, dass e3 unmodglich oder doch sehr schwer war, 
yverschiedene Untersuchungen damit anzustellen. So habe ich ihn 
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mit anderen Abtrennungsprodukten von ahnlicher Beschaffenheit 
gemischt und verarbeitet. 


ce) Die alkoholunlésliche Fraktion des acetonunléslichen Teils. 


Die hier vorkommenden Substanzen gehoren zu der Kephalin- 
fraktion und erzeugen, wenn man sie mit wberschiissigem Ather 
behandelt, Spuren eines weisslichen atherunloslichen Niederschlags. 
Das Filtrat wird wieder mit Aceton, Alkohol und Ather behandelt. 
Die Bestimmung von Phosphor und Stickstoff ergab folgendes 
Resultat. 


Zur Bestimmung 


Material verbraucht n/2 P nach Neumann 
a NaOH ce. x 0g 
0,1270 8,5 0,0047 3,6 
Ss Zur Neutralisation 
Material verbraucht N/I0 P nach Kjeldahl 
As) °C. 
g FSO, ec ; % 


0,1031 1,5 0,0021 2,08 
Daraus ergibt sich P: N=1:1,28 


d) Der acetonlésliche Teil. 


Diese Fraktion enthalt hauptsaichlich Fette, Cholesterin und 
freie Fettsiuren. Die saure Reaktion ist dem Gehalt an freien 
Fettsiiuren zuzuschreiben, daren Menge durch Titrierung mit 
alkoholicher Kalilauge bestimmt wird. Nach der Verseifung kann 
die Gesamtaciditaét ermittelt werden. Erstere von der letzteren 
abgezogen gibt die Menge der gebundenen Fettsauren, welche als 
Bestandteile von Neutralfetten, Phosphatiden und Cholesterinester 
enthalten sind. 
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Acetonlésl. Teil Freie Fettsiuren Gesamtfettsiuren freie: gebundene 
g g g Fettsiuren 
1,1540 0,1311 0,6008 © 1: 3,58 
1,0376 0,1083 0,5902 1:44 


Daraus ersieht man, dass die freien Fettsiuren in den placentalen 
Lipoidsubstanzen 1/3 bis 1/4 der gebundenen Fettsiuren betragen. 

Den Cholesteringehalt dieser Fraktion habe ich nach Windaus 
Digitoninmethode in freie und esterformige abgesondert bestimmt. 
Die Menge der ersteren betrigt ungefiihr das vierfache der 
letzteren. 


~~ Acetonlisl. Teil freies Cholesterin | gebundenes Choles-| freies: gebundenes 
g g terin 7 Cholesterin 
1,1407 0,073 0,039 1: 0,53 


0,8531 0,059 0,024 1: 0,40 


Zu bemerken ist, dass diese acetonlosliche Fraktion, deren 
Menge gering ist, deutliche Phosphorreaktion zeigt, was das 
Vorhandensein von Phosphatiden verrét. Diese Tatsache wird auch 
dadurch bewiesen, dass die Alkohollosung der acetonloslichen 
Fraktion durch Behandlung mit alkoholischer Losung von 
Kadmium- oder Platinchlorid weisslichen resp. gelblichen Nieder- 
schlag erzeugt. Das Vorkommen des Phosphatids in dieser 
Fraktion kann ich mir nicht erkliren; es fragt sich, ob die Lipoid- 
substanzen der Placenta ein acetonlésliches Phosphatid enthalten, 
oder ob ein Phosphatid, das an und fur sich acetonunloslich ist, 
durch andere Fette mitgelost ist. 

Beim Stehen bildet die Atherlosung der acetonléslichen Frak- 
tion einen dtherunloslichen Niederschlag, dessen Menge zu klein 
ist, um irgend eine Untersuchung damit anzustellen. Deshalb 
habe ich ihn zu den iitherunloslichen Substanzen, die sich bei der 
Trennung des Leizithins und Kephalins bildeten, gelegt, fur spiitere 


Anwendung. 
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Il. Die itherunlosliche Fraktion. 


Den gelblichen Niederschlag, der sich bei der Behandlung 
des Alkoholitherextraktes von Placentapulver gebildet hat, habe 
ich auf seine Natur untersucht. Beim Gluhen auf einer Plat- 
inplatte lisst er Asche in Spur zuruck. Bei der Prufung der 
Eiweissreaktionen war die Biuretreaktion nicht deutlich, aber die 
Nynhydrinreaktion war eindeutig positiv. 

Nachdem ich diesen Niederschlag mehrere male in Chloroform 
aufgelost hatte, prifte ich die Reaktion der anorganischen Salze 
und des Hiweisses, beide fielen negativ aus. Dagegen war die 
Phosphorreaktion sehr deutlich, und bildete mit Cadmiumchlorid 
und Platinchlorid Doppelsalze. Der Niederschlag enthalt also ein 
atherunldsliches Phosphatid, dessen Beschaffenheit der des Sphyngo- 
myelins ahnlich ist. Nach der Art, wie Rosenheim (1913) 
durch Pyridin das Protagon in Sphyngomyelin und Zerebrosid 
abtrennte, habe ich die dtherunldosliche Masse in warmem Pyridin 
(45° C.) aufgelost. Die Losung wurde beim Erkalten in Filtrat 
und Niederschlag abgetrennt. Der Niederschlag zeigt Phosphor- 
reaktion. Das Filtrat bildet, wenn man es einengt und mit 
Aceton versetzt, wieder cinen Niederschlag. Dieser reduziert, 
durch verdunnte Schwefelsaure hydrolysiert, die Fehlingslésung. 
Dies zeigt, dass Zerebrosid darin vorkommt, dessen Molekiile 
reduzierenden Zucker anthalten. 

Die systematische Trennung der Lipoidsubstanzen der Placenta 
hat folgende Stoffe in folgendem Mengeverhiltnis ergeben : 


Placenta (100) | 


WESSON +5 grey AC oxo asta ie erensioe cao ee ee 85,71 

‘nockensulbst ami. oacaas enc teenie Ge oe ee 14,29 
Trockensubstanz (100) 

Gesamt-StickStoth eee caer mee PPP ee mente em mec Od: 

PHOsphor™ 2.65, 508s sche eee 0,315 

RO] pold substan zee see eee eee eee ee 11,16 

ASCE, oa. a noptog vex cce aie ste nate PTC Ree ee 0,79 
Rohlipoidsubstanz (100) 

Atherloshiche circa tion errdeeee teen eee 81.6 
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he7zithiniraktions®, mses ee nse ee Ae eae 19,08 
Kephalingraktiong etree G sieane hornet een 2,92 

ACOLOMIGS HC Herm LeU sm payee crsyee ay asteyeaictsvstoness eieeistone rore 43,87 

Gesaint-b euisauren ere sari iene cen eaanieng 23,74 

Gebundene Fettsiuren ..................4. 18,55 

~ HmetogbiettstUnemive tema mosteaehividtetenec we ssie 5,19 
Gesamit-Cholesterini eis civ ias osc oleic oie ote 4,3 

relies @HGlesteriien quater iaee tc ear anes 2,9 

Gebundenes Cholesterin .................. 1,4 

Atherunldsliche Fraktion ...........ecccccecceescce 3,07 


C. PHYSIOLOGISCHES MENGENVERHALTNIS DER LIPOIDFRAKTIONEN 
IM LAUFE DER SCHWANGERSCHAFT. 


Um zu prufen, welche Verschiebung in der Menge der 
Lipoidsubstanzen im Laufe der Schwangerschaft stattfindet, habe 
ich Placenten, die verschiedenen Schwangerschaftsmonaten 
angehoren, untersucht. Was nun die Methode anbetrifft, so ware 
das oben erwihnte Verfahren der Extraktion und Fraktionierung 
bei jeder Placenta zu wiederholen. Da aber zu bedenken ist, dass 
die Wiederholung so komplizierter Manipulationen bei zahlreichen 
Placenten leicht Gelegenheit zur Einschleichung von Fehlern bietet, 
und dass bei der 2 bis 8monatigen Placenta das Versuchsmaterial 
za gering ist, um genaue Prufung vorzunehmen, so habe ich die 
Lipoidsubstanzen der Placenta in gewisse Portionen geteilt, und 
bei jeder die in Frage kommende Substanz quantitativ bestimmt. 
Ich habe das Alkohol-Atherextrakt der getrockneten Placenta in 
drei Portionen yon bestimmter Menge geteilt. 

1. Die erste Portion wird in einem Becherglas, dessen Gewicht 
bekannt ist, getrocknet und ihr Gewicht bestimmt. Dies gibt auf 
100 Teile Trockensubstanz berechnet den Prozentsatz der Lipoid- 
substanzen. 

2. Die zweite Portion wird, wie bei der Fettbestiinmung nach 
Kumagawa u. Suto, verseift, und die Gesamtfettsauren und die 
unyerseifbare Substanz quantitativ bestimmt. Die letztere wird 
dann in Chloroform aufgelést und mit Schwefelsiure und Essig- 
siireanhydrid behandelt, um dann mittels des Kolorimeters geprutt 
zu werden. Auf diese Weise wird die Gesamtmenge der Fettsaiuren 
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und des Cholesterins ermittelt. 

3. Bei der dritten Portion nimmt man nach Neumann die 
ruantitative Bestimmung des Phosphors vor. Aus dem Phosphor- 
gehalt der Phosphatide, den man als Phosphat quantitativ 
bestimmt, rechnet man die Menge des Distearyllezithins heraus, 
welche die Menge der Phosphatide in den Lipoidsubstanzen angibt. 
Nun wissen wir aber aus der systematischen Fraktionierung, dass 
die Lipoide der Placenta ausser Lezithin und Kephalin noch 
Sphyngomyelin und andere Phosphatide enthalten. Wir wissen 
ferner, dass je nach der Art der Phosphatide, an deren Bau 
verschiedene Fettsiiuren und Basen sich beteiligen, die Zahl der 
in einem Molektl enthaltenen Phosphoratome verschieden ist. So 
scheint es auf den ersten Blick nicht erlaubt, aus der Menge des 
Phosphors im Placentaextrakt soleche der darin befindlichen Phos- 
phatide berechnen zu wollen. Da aber die Phosphatide der 
Placenta, wie wir gesehen, hauptsichlich, aus Lezithin und 
Kephalin bestehen und andere Arten nur in verschwindend kleiner 
Menge vertreten sind, und da das 

Lezithin C,,H.NPO, (aus Gehirn, nach Thudichum, 1881) 
oder C,.H;NPO, (aus Ligelb, nach Thierfelder u. Stern, 

1907) und 

Kephalin C,,H,NPO,, (Levene u. West, 1916) 
ist, so konnte man die wahrscheinliche Menge der Phosphatide 
evinitteln, wenn man unter der Annahme, dass die Phosphatide 
der Placenta alle Lezithin, insbesondere Distearyllezithin (C,,H), 
NPO") seien, solche des Distearyllezithins berechnet, und diese 
wls das Quantum der Gesamtphosphatide betrachtet. Weil das 
Lezithin 3,86% Phosphor enthilt, so kann man durch Multiplika- 
tion dieser Zall mit dem Coefticienten 11,38 die Menge des 
D‘stearyllezithins erhalten. 

Polano (1910) hat die trockene pulverisierte Placenta mit 
Petrolither extrahiert, und die Menge der darin tbergegangenen 
Substanz als die Menge der Neutralfette angesehen. Dieser 
Awiassung kann man schon deshalb nicht beipflichten, weil im 
Petrolitherextrakt ausserdem noch yerschiedeue Lipoide, wie 
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Cholesterin, Phosphatide u.a. enthalten sind. Kumagawa und 
Suto geben an, dass die Gesamtfettsiurenmenge mit 1,046 
multipliziert die Fettmenge gibt. Dieses Produkt kann aber nicht 
ohne weiteres als die Menge der Neutralfette gelten, umsomehr 
bei solchen Substanzen, die, wie die Lipoidsubstanzen der 
Placenta, grosse Menge Phosphatide enthalten, welche einen 
bedeutenden Teil der Fettsiuren ausmachen. Es ist leicht zu 
verstehen, dass der Anteil der Neutralfette an der Gesamtmenge 
der Fettsauren nicht sehr gross ist. Und da bei den Lipoidsub- 
stanzen der Placenta die gebundenen Fettsiiuren hauptsichlich 
den Phosphatiden geh6ren, so habe ich die Menge der Neutralfette 
in der Weise berechnet, dass der Rest, Gesamtfettsiiuren—Phos- 
phatidfettsiuren (Fettsdurenanteil : 70,399), mit 1,046 multipliziert 
wird. 

Endlich habe ‘ich die so bestimmte Menge der Lipoidfraktionen 
auf 100° Teile Trockensubstanz der Placenta berechnet. Das 
Ergebnis ist in Tabelle IV zusammengestellt. 


TABELLE IV. 


2 ve 8 Procentgehalt (berechnet auf Trockensubstanz) 
a) = 3 
nm Ld 
» o| KS + qd a ; 2 
ss. F & v= 3 ov a ree ~~ 
Nr.|S.8| ee B Se 3 H 15 6 Pa oa 
1 oo Aq ° uD a 5 ae uO n a's fe 
S86) & ZB | SER) SEX) GER) HX Ss sSN SEX 
elec 3 Seger sah ore | aiedeme 
5 5 a m 5 ee dl ore 


Ausgetragene Placenta 


81,65 18,35 12,10 6,80 0,831 0,502 | 5,723 1,861 
84,80 15,20 10,43 5,97 0,685 0,472 5,371 2,290 
85,89 14,11 13,23 8,27 0,902 0,644 7.329 3,299 
82,86 17,04 10,41 6,25 0,549 0,456 5,189 2,714 
14,81 12,16 7,04 0,627 0,476 5,417 3,375 
81,78 18,22 13,01 7,43 ,0,803 0,639 7,272 2,418 
80,73 19,27 10,70 6,53 0,597 0,494 5,592 2,691 
87,87 12,02 9,98 6,35 0,538 0,377 4,290 2,437 
84,66 15,34 9,22 6,86 0,601 0,441 5,019 | 3,481 


) 
0) 40 40 0> 0) 0} 40 4o 


Durch- | 9573 | 1627 | 11,25 | 6,80 | 0.681 | 0,497 | 5,656 | 2,953 


386 H. Watanabe : 
| ws a 5 Procentgehalt (berechnet auf Trockensubstanz) 
< 3 s 
om 
2°| 3 a ¥ F a | ‘ . 
ad FP] op Fe} S D a 2 S 
Nrj$2| de PN =} 5 o | 6 aan | & 
SE S Bu 3 g AS 3 
5 Bs fe 5 5 air A 
Placenta vom 9. Monat 
19 | & | 87,95 12,05 10,97 = — 0,430 4,893 i= 
25| 8 | 86,72 13,27 13,10 7,14 0,840 0,573 6,520 2,667 
30 | 2 | 89,65 10,35 11,85 6,86 0,712 0,604 6,874 2,115 
Darob- | 97.76 | 12,04 | 1296 7,00 | O'776 | 0,545 | 6,252 2,808 
schnitt 
Placenta vom 8. Monat 
6| a] 84,79 15,21 14,81 7,18 0,676 0,621 7,067 2,304 
17| @ | 87,80 12,20 12,08 7,00 0,695 0,557 6,339 2,655 
Durch- | g639 | 13,70 | 13,43 | 7,07 | 0,685 | 0,574 | 6,532 + 2585 
sclnitt 
Placenta vom 7. Monat 
ORES: | 89,75 10,15 14,31 8,50 0,941 0,803 9,133 2,163 
Placenta yom 6. Monat 
15| 2 | 84,32 15,68 13,20 | 10,02 1,070 0,856 9,741 3,308 
16 AS Sait 16,29 12,81 7,19 0,803 0,780 8,876 0,985 
32 | F.| 88,38 11,62 13,86 8,99 0,902 0,811 9,229 2,609 
Durch- Be i eee 
en 86,20 13,80 13,42 8,80 0,919 0,819 9,326 2,338 
Placenta yom 5. Monat 
8/ | 88,64 12,36 16,24 9,18 1,266 0,904 | 10,288 2.028 
14/2) 89,45 10,54 15,82 8,94 1,205 0,890 | 10,128 1,894 
29 | G | 91,24 18,76 13.43 7,65 0,921 0,835 9,502 1,005 
Parch- ee ae eee 
schnitt | 88:11 | 11,89 | 15,16 8,59 1,131 | 0,876 | 9,906 1,642 
Placenta vom 4. Monat 
10 | — | 93,70 16,30 25,00 12,70 1,095 1,401 | 15,943 1546 
14] —| 8814 | 11,83 | 21,14 | 10,10 | 1,145 | 1,300 | 14,794 | 0,564 
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| ) S| Procentgehatt (berecknet auf Trockeasubstanz) 
spel OE bed ae 
wc. aR]. & a B g 5 hee 2 
Wr. [SB] 88 ee eee q a; s Ba 2 
qa) 2 |B | Sg) Bax) Fax | Fx [Seas See 
| 8, | is 3 2S =z 
oO i = at Leal 
ees, awe 6 ie Zi 
Placenta vom 4. Monat 
23 |— | 95,04 | 1496 | 19,08 | 451 | 1,241 | 0,973 | 10,083 | 9,749 
34 | — | 90,80 OGD 25:93 1 1076 B87 1° LAkO P Tees | aad 
burch- : hs F 
ees 91,81 S16>| 221) | 11,53, \ 4.99%, | 3.9181 18.694 | 2072 
Placenta vem 3. Monat 
7 le. | O0.43 9,57 | 2246 | 9,45 | 1,480 | 1,300 | 12,518 | 0,668 
Ga ae eae G79") BU 87 Vass | 1011  4,0BS- | toes oat 
21 |= || SoS | 10.0" | 29,08 1 1,70 | 1342 ("4400 | 6959 | 0,541 
31 | —— | 91,58 8,62 | 2270 | 10,93 | 1406 | 1.224 | 18,929 | 1,118 
Snes Ae Poi.) 8.79 | 23,26 | 10,17 | 1,310 | 1,1a7 | 13,647 | 0,580 
schnitt | ~ " 
Plocenta vom 2. Monat 
2|—| 93,2: | 676 | 20,84 | 9,95 | 1,492 | 1,031 | 11,733 | 1,692 
13— | 91,86 | 814 | 95,07 | 22,14 | 2,983] 1,391 | 15088 | 4,682 
33.|— | 91,07 | 893 | 24,91 | 19,51. | 1,351 | 1,275 | 14,505 | 0,298 
Darch- | 9176 | sz4 | 23,01 | 10,87 | 1,947 | 1,209 | 19.757 | 1,207 
schnitt : e i : 


Zur Untersuchung habe ich rvur solcle Placenten genommen, 


die klinisch auf keine pathologischen Veriinderungen schliessen 
liessen. Die reifen stammen yon nornialen Geburten bei gesunden 
Individuen. Die in fritheren Stadien sind solchen Fillen entnommer 
worden, wo zu enges Becken, Placenta praevia, Herzklappenfehler, 
leichte Phthisis us.w. kinstliche Frihgeburt oder Abortus 
erheischten, und bei denen klinisch Ger Verlauf der Schwan- 
verschaft *yeder von Se‘ten der Mutter, noch der Frucht cine 
Anomalie dcr Placenta, yermuten liess. Einige sind solchen Fillen 
ertnommea worden, wo bei ganz gesunden Individuen infoige 
eines Trauma oder sonst spoataner Abortus stattfand und deren 
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Placenta ganz normal war. 

a) Wassergehalt. Der Wassergehalt der Placenta betragt im 
zweiten Monat 91,76%. Er nimmt mit dem Fortschreiten der 
Schwangerschaft allmahlich ab und erreicht bei ausgetragener 
Placenta das Minimum mit 85,029 (2) oder 82,45% (@). Je 
jimger die Placenta ist, desto wasserreicher ist sie. 

Die Untersuchung habe ich folgendermassen ausgefuhrt. 
Nachdem die Placenta von Blut und grdsseren Gefissstuckchen 
befreit worden war, wickelte ich die parenchymatose Masse in 
Gaze ein und presste alles Wasser heraus. Dann zerrieb ich die 
Masse zu Brei und bestimmte das Gewicht. Dann liess ich den 
Brei so lange eintrocknen, bis das Gewicht konstant wurde. Dieses 
Gewicht von dem des Breis abgezogen gibt den Wassergehalt. 

b) Gesamtmenge der Lipoidsubstanzen. Da ich darunter das 
Alkohol-Atkerextrakt der Placenta verstehe, so umfasst es Neutral- 
fette, Fettsiuren, Phosphatide, Cholesterin, Zerebroside und alles, 
was sich im warmen Alkohol und Ather auflést. In der ausgetra- 
genen Placenta: belanfen sich diese durchschnittlich aut 11,409 
(@) oder 11,09% ($) der Trockensubstanz. 

Vergleichen wir nun diese Zahlen mit denen anderer Forscher. 


Bienenfeld, Polano, Mohr u. Freund, 
44% 6,49 10,0% 
Mohr u. Heinemann, Watanabe. 
15,75 % 11,2696 


Die Zahl von Bienenfeld und Polano ist bedeutend kleiner 
als die von Mohr u. Freund oder die meinige, was sich wohl 
aus der T'atsache erklart, dass jene sich des Petrolithers bedienten, 
dessen Extraktionsvermogen bekanntlich schwach ist. 

Was seine Menge betrifft, so ist die jingere Placenta an 
Lipoidsubstanzen reicher als die dltere. Die zweimonatige Placenta 
hat mit 23,619¢ mehr als doppelt so viel als die abgetragene. 

c) Gesamtmenge der Fettséuren. Bei Verseifung der Phos- 
phatide mit Alkalien werden nicht nur Neutralfette, sondern auch 
Phosphatide und Cholesterinester zersetzt und geben Fettsiure- 
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radikale frei. Da nun die Gesamtfettsiiuren freie und gebundene 
Fettsiuren umfassen, so hat die Mengenyerschiebung der Gesamt- 
fettsiuren nichts zu tun mit solcher der einzelnen Lipoide, welche 
auch Fettsiuren enthalten. Meine Untersuchungen ergaben, dass 
die Gesamtfettsiiuren im Laufe der Schwangerschaft allméahlich 
abnehmen, ebenso die Phosphatide. Dagegen haben die Neutral- 
fette die Neigung mit dem Fortschreiten der Schwangerschatt 
zuzunehmen. Auch daraus geht hervor, wie ungenau es ist, in 
dem Produkt aus den Gesamtfettsiuren und einer bestimmten 
Konstante die Menge der Neutralfette zu erblicken. 

Bei der ausgetragenen Placenta betragen die Gesamtfettsiuren 
6,8%, wovon 3,98% den Phosphatiden entstammen, die aus den 
Phosphatiden herrtthrenden Fettsiéuren machen 58% der Gesamt- 
fettsiuren aus. 

d) Cholesterin. Das Cholesterin kommt teils frei, teils in 
Esterform vor. Das einzige Verfahren, beide Arten zu unterscheiden, 
ist die Digitoninmethode. Da ich leider nicht wher genugende 
Menge Digitonin verfiigte, um bei allen Placenten die quantitative 
Bestimmung des Cholesterins vorzunehmen, so musste ich mich 
damit begniigen, mit dem Kolorimeter nach Dubosque die 
gesamte Cholesterinmenge zu bestimmen. Das Cholesterin verhialt 
sich im Forteang der Schwangerschaft wie die gesamten Lipoid- 
substanzen: die Placenta hat im Beginn der Schwangerschalt 
doppelt so viel Cholesterin als gegen Ende derselben, und die 
Verminderung geht kontinuierlich vor sich. 

e) Lezthin. Der Phosphor der Lipoidsubstanzen wird als 
Phosphorsiure (P,O,) bestimmt. Dieses wird mit 11,37 multipli- 
ziert, dadurch erhalt man die Menge des Distearyllezithins, und 
diese Menge wird aus dem oben erwihnten Grunde als solche der 
Phosphatide angesehen. Aus der Mengenverschiebung des Distearyl- 
lezithins kann man ungefihr solche der Phosphatide erkennen. Die 
Menge der Phosphatide verhalt sich umgekehrt zum Fortgang der 
Schwangerschaft, wie es mit anderen Lipoidsubstanzen der Fall 
war. Der Anteil der Phosphatide in den Placentallipoidsubstanzen 
ist sehr gross, sie machen bei auszetragener Placenta die Hialfte 
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der Gesamtmenge aus, sind bei jungéren Placenten in grosserer 
Menge vorhanden und erreichen 709 der gesamten Lipoidsub- 
stanzen. Die Mengenverschiebung ist also weit deutlicher als 
bei anderen Lipoiden. 

f’ Neutralfett2z. Die Menge der Neutralfette, die man dadurch 
berechnet, dass man von den Gesamtfettsiuren die Menge der den 
Phosphatiden angeh6rigenden ettsiuren abzieht und den Rest mit 
einer gewissen Konstante multipliziert, ist verhaltnismassig gering ; 
sie betraégt bei reifer Placenta 2,95% der Trockensubstanz und 
entspricht 26,2% der gesamten Lipoidsubstanzer. Sie vermehrt 
‘sich im Gegensatz zu anderen Lipoidarten mit dem Fortschritt 
der Schwangerschaft und betrigt im zweiten Monat 1,259, im 
dritten 0,58%, im vierten 1,074%, im sechsten 2,33895 und 
bei der ausgetragenen Placenta 2,95%. Die Vermindernng im 
dritten Monat ware als» als eine bloss zufallige Schwankung 
anzusenen. 


D. DER EIMNFLUSS DES GESCHLECHTES AUF DEN 
Li POIDSUBSTANZENGEHALT DER PIACENTA. 


Aus der Statistik uber die Korperlinge und das -gewicht der 
Neugeborenen wissen wir, dass die Knaben in beider Beziehungen 
durchschnittlich grésser sind als die Madchen. Ist der _ Gehalt 
der Placenta dementsprechend an ihren Bestandteilen nicht 
abhangig von dem Geschlecht der Frucht? Um die Frage, die 
sich nun aufdrangt, zu losen, habe ich eine vergleichende Unter- 
suchung angestellt mit den Placenten von mdannlicher und wei- 


blicher Frucht. Das Ergebnis ist in der Tabelle V zusammen- 
gestellt. 
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TABELLE Y. 
a g Procentgehalt (berechnet auf Trockensubstanz) 
SS | Wasser-|Trocken- ae FS a Tr a 
3 E Soa Pe Lipoid- | Fett- | Chole- ao Distearyl- | Neutral- 
. g c 4 subst. | siuren | sterins ee lezithins fette 
re oe I a ag 2 % Sree 
Ausgetragene Placenta. 

“a 82,45 750 11,40 6,69 0,682 | 0,503 572k 2,783 
kos 85,02 14,98 11,29 6,92 0,680 0,490 5,587 3,124 
Placenta vom 9. Monat 
aS 86,72 13,27 13,10 7,14 0,840 0,573 6,520 2,667 
i) 88,80 11,20 11,40 6.86 0,712 0,517 5,980 2,948 
Placenta vom 8. Monat 
gS 88,38 11,67 13,34 8,99 0,902 0,811 9,229 2,609 
g. 84,02 15,38 13,00 8,61 0,938 0,828 9,423 2,068 
Placenta vom 6. Monat 
gS 88,64 11,36 16,25 9,18 1,266 0,904 19,288 2,028 
@: 89,45 10,54 15 82 8,94 1,295 0,890 10,128 1,504 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, ist die ausgetragene Placenta 
der minnlichen Frucht an Wasser, wie an Gesamtfettsauren und 


Neutralfetten drmer, 


soleche der weiblichen Frucht. 


dagegen apn anderen Lipoiden reicher, als 
S' to) > 
Bei jungeren Placenten verhilt es 


sich gewohnlich so dbhnlich, es konnen aber Falle vorkommen, wo, 
wie bei einer 6 Monate alten Placenta, das Gegenteil beobachtet 
wird. Dieses Ergebnis kann natiwlich wegen der kleinen Zahl 
des Materials keine tberzeugende Kraft beanspruchen. 
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E. Dim VERSCHIEBUNG DER ABSOLUTEN MENGE DER LIPOIDSUB- 
SANZEN IM LAUFE DER SCHWANGERSCHAFT. 


Die oben studierte Mengenverschiebung der Lipoide, welche 
auf 100 'Teile Trockensubstanz berechnet waren, hat gezeigt, dass 
die Lipoidsubstanzen der Placenta mit Ausnahme der Neutralfetite, 
sich im Laufe der Schwangerschaft allmahlich vermindern. Der 
miitterliche Organismus bietet im allgemeinen in seinem Stoff- 
wechsel der fettigen Substanzen ein ganz anderes Bild dar ; mit dem 
Fortschreiten der Schwangerschaft zeigen die Organe intensivere 
fettize Infiltration, sie werden reicher an Fetten und Lipoiden. 
Die Tatsache, dass sich der mutterliche Organismus und die 
Placenta betreffs der Menge der Lipoidsubstanzen ganz anders 
verhalten, kann uns ratselhaft erscheinen. Aber eine Betrachtung 
der absoluten Lipoidmenge fuhrt uns wieder auf den rechten Weg. 
Diese fallt bei den Organen des mitterlichen Organismus mit 
der relativen zusammen, aber bei der Placenta, die schnell wachst, 
nicht. Das Verhalten der absoluten Menge bei der Placenta 
geht aus der Tabelle VI hervor. 


TABELLE VI. 
Die aus einer Placenta: gewonnene Totalmenge 

ee der der der des a _ des der 
eared Trocken- | Lipoid-| Fett- | Chole- | 5 G4 | Distearyl-| Neutral- 

subst. subst. | siuren | sterins 2°s | lezithins fette 

9g g g g g gd g 

x 30,88 3,47 2,80 0,209 0,153 1,745 0,912 

IX 25,71 3,15 1,79 0,199 0,140 1,607 0,719 

VIII 19,62 2,64 1,39 0,133 0,112 1,281 0,513 

Vil 14,11 2,02 1,20 0,133 0,113 1,290 0,305 

Val 10,94 1,47 0,96 0,101 0,089 1,020 0,255 

W 7,0 1,12 0,63 0,086 | 0,063 0,715 0,137 

Iv 4,45 0,98 0,49 0,054 0,054 0,602 0,048 

III 2,27 0,53 0,23 0,030 C,027 0,309 0,013 

II 0,95 0,22 0,10 0,013 | 0,011 0,149 | 0,911 


SN 
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Die Ziffern dieser Tabelle geben den Durchschnitt von mehreren bis 
uber zehn Placenten, die alle aus'gleicher Schwangerschaftsperiode 
stammen. Aus der Tabelle sieht man, dass die absolute Menge 
der Rohlipoidsubstanz mit dem Fortschreiten der Schwangerschatt 
in gleichem Schritt zunimmt. Dies ist auch mit einzelnen Lipoid- 
fraktionen, wie Fettsiuren, Cholesterin, Lezithin der Fall, welche 
alle bei der ausgetragenen Placenta das 10-15fache der jungen 
Placenta erreichen. Die Neutralfette, bei welchen der Zuwachs 
besonders stark vor sich geht, erreichen sogar das 90fache. 


F. Dre BezresunG ZWISCHEN DEM WacHsTUM DER FrRucHT 
UND DEM [LiIPOIDSUBSTANZENGEHALT DER PLACENTA IM 
LAUFE DER SCHWANGERSCHAFT. 


Die Lipoidsubstanzen der Placenta stellen, das wird nunmehr 
niemand bezweifeln, die notigen Nahrstoffe der Frucht dar. In 
welcher Periode der intrauterinen Entwicklung aber der Bedarf 
am erdssten und in welcherer am kleinsten sei, mit anderen Worten, 
welche Mengenverschiebung im Bedarf an Lipoidsubstanzen mit 
der Entwicklung der Frucht vor sich geht, ist eine interessante, 
die Ernahrung der Frucht betreffende Frage. Wie wir bereits 
gesehen, vermehrt sich die absolute Menge der Lipoidsubstanzeu 
der Placenta mit dem Fortschreiten der Schwangerschaft, worin 
wir vielleicht einen Ausdruck des vermehrten Bedarfs an Nahrungs- 
stoffen erblicken durfen. Nehmen wir nun an, dass der jeweilige 
Lipoidsubstanzengehalt der Placenta nach dem Bedarf der Frucht 
in dem Stadium der Entwicklung schwankt, so ist er gegen 
Ende der Schwangerschaft mit 3,47 g am grossten. Derselbe ist 
im 5. Monat 1,12 ¢ und im 3. Monat mit 0,53 g am kileinsten. 
Nun geht aber die Entwicklung der Frucht sehr rasch yor sich, 
go dass die Frucht, die im 3. Monat-nur 35 g schwer ist, im 9. 
Monat 222 g und am Ende der Schwangerschaft 2500 g wiegt. 
So bedarf die Frucht am Beginn der Schwangerschaft relativ 
weit mehr Lipoidsubstanzen, als gegen Ende derselben. Ich will 
nicht direkt behaupten, dass der jeweilige Lipoidsubstanzengehal t. 
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der Placenta den Masstab fir den Lipoidsubstanzenbedarf der 
Frucht abgebe, glaube aber, dass er zur Orientierung der Frage 
von Nutzen sein kann. 

Die Menge jeder Lipoidfraktion, auf 100 g Korpergewicht der 
Frucht berechnet, ist in der Tabelle VII zusammengestellt. 


TABELLE VII. 


: Procentgehalt (berechnet auf das 
Gewicht Gewicht des Embryos) 

Schwanger- | __ des der der des Ae des der 
Bernt: Himapryoe) Lipoid-| Fett- | Chole- P.O Distearyl- | Neutral- 
nSeAes (ne Hiccker) subst. | siiuren | sterins cos lezithins fette 

g % % %. %. % % 
x 2450 0,14 Ovi 0,0085 | 0,0062 0,0712 0,0331 
XI 1993 0,15 0,089 | 0,0099 | 0,0070 0,0800 ° 0,0367 
Vill 1609 0,15 0,086 | 0,0082 | 0,0030 0,0709 0,0318 
VII 1343 0,15 0,089 | 0,0099 | 0,0083 0,0766 0,0227 
V1 658 0,22 0,147 | 0,0151 | 0,0135 0,156 0,0386 

Vv 222 0,50 0,283 | 0,0387 | 0,0233 0,322 0,062 

Vs 41 2,39 1,29 0,132 0,132 ~1,47 0,117 
III 35 1,51 0,657 | 0,086 0,077 0,831 0,0371 


Abgesehen von einzelnen Ausnahmen ist der Lipoidsubstanzen- 
gehalt der Placenta im Beginn der Schwangerschaft, auf 100 g 
Korpergewicht der Frucht berechnet, sehr gross, was wohl dafir 
spricht, dass die Frucht am Beginn der Entstehung mehr Lipoid- 
substanzen zum Aufbau und Entwicklung ihres Korpers braucht, 
als gegen Ende der Schwangerschatt. 

Was nun die Verteilung der Lipoidsubstanzen auf ihre Frak- 
tionen betvifft, so zeigen die Phosphatide den bedeutendsten Unter- 
schied zwischen dem Beginn und dem Ende der Schwangerschatt. 
Das Cholesterin bleibt ziemlich konstant, wahrend die Neutralfette 
gegen das Ende der Schwangerschaft zunehmen. Diese Tatsache 
weist ‘vielleicht auf die funktionelle Verschiedenheit zwischen den 
Lipoiden (i. e. S.) und'den Fetten hin. 
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AUSAMMENFASSUNG. 


1) Die systematische Fraktionierung der Lipoidsubstanzen 
der reifen Placenta und die Untersuchung ihrer Pestandteile 
haben folgendes ergeben. 

Das Warmalkohol-Atherextvakt des Placentapulvers wird durch 
Ather in eine grossere iitherlosliche und eine kleinere -unlosliche 
Fraktion getrennt. Die atherlésliche Fraktion wird wieder durch 
Aceton in einen acetonléslichen und -unldslichen Teil geschieden, 
Der acetonunlosliche Teil, Phosphatidfraktion, macht ungefiihr 309 
der ganzen Lipoidsubstanzen aus, und gehort zum grossen Teil 
zar Lezithinfraktion, wihrend die Kephalirfrektion nur 1/10 
ausmacht. Der acetonldsliche Teil enthilt Fette, Cholesterin und 
Fettsiiuren. “Das Cholesterin wird in freies und gebundenes, und 
zwar im Mengenverhaltnis von 1:2 getrenut. Die Fettsauren 
scheiden sich auch in freie und gepundene; das Mengeverhiltnis 
ist 1:3,5. Die Neutralfette machen, 279 der Lipoidsubstanzen 
aus. Die atherunlosliche Fraktion »esteht, abgesehen von Salzen 
und Eiweiss2n in Spuren, hauptsichlich aus ‘itherunloslichen Phos- 
phatid (Sphyngomyelin ?) und freiem Glykosid (ein Zerebrosid ?). 
Diese Substanzen kommen auch in der ditherloslichen Fraktion vor. 

2) Im Verlaufe der Schwangerschaft nehmen die Lipoid- 
substanzen, auf 100 Teile der Trockensubstanz berechnet, fortwah- 
rend ab, was auch bei den Fraktionen, besonders bei dem Phos- 
phatid der Fall ist. Dagegen bieten die Neutralfette den 
entgegengesetzten Vorgang dar, indem sie mit jedem Monat 
zunehmen. 

Das Geschlecht der Frucht scheint auf die Verteilung der 
Lipoidfraktionen ohne besonderen Einfluss zu sein, nur ist die 
Placeuta bei méannlicher Frucht im allgemeinen grosser, als bei 
der weiblichen. 

Die absolute Menge der Lipoidsubstanzen der Placenta wachst 
mit jedem Monat. Wenn man sie aber auf 100 Gewichtsteile 
der Frucht berechnet, so nimmt sie allmahlich ab. Die Neutrai- 
fette verhalten sich auch hier anders, sie nehmen in jeder Bezieb- 
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ung Zu. 

3) Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen liess sich 
ohne weiteres etwas Bestimmtes tber die Bedeutung der Lipoid- 
substanzen fir die Funktion der Placenta nicht ableiten. Aus 
dem Gesichtspunkt, daes die Placenta das Reservoir oder die 
Fabrik der zum Aufbau und zur Entwicklung der Frucht notigen 
Nihrstoffe ist, und die Beziehung zwischen dem miutterlichen 
Organismus und der F'rucht reguliert, kann man doch annehmen, 
dass die Mengenverschiebung der Lipoidsubstanzen auf die 
Ernihrung der Frucht nicht gleicheultig sein kann. Wenn wir 
annehmen, dass die jeweilige Menge der Lipvidsubstanzen der 
Placenta und dem Nahrungsbedarf der betreffenden Frucht 
entspricht, so kann man sagen, dass im Laufe der intrauterinen 
Entwicklung der Lipoidsubstanzenbedarf am Beginn der Schwan- 
gerschaft am gréssten ist, und mit dem Fortschreiten derselben 
allmahlich abnimmt. Die Neutralfette, die sich auch hier ganz 
anders yerhalten als andere Fraktionen, mitissen eine besondere 
Rolle dabei spielen. 

Die Lipoidsubstanzen der Placenta stehen in einem gewissen 
Zusammenhang zu einer physiologischen Funktion, welche im 
mutterlichen Organismus gewisse Veranderungen hervorruft. Nach 
histologischen Untersuchungen ist die Funktion der inneren 
Sekretion der Placenta am Beginn der Schwangerschaft am 
bedeutendsten und nimmt mit dem Fortschreiten derselben ab. 
Dies stimmt mit dem Ergebnis der Lipoiduntersuchungen wtberein, 
sodass man auch aus meinen Untersuchungen annehmen durfte, 
dass die physiologischen Substanzen, welchen die Tatigkeit der 
inneren Sekretion zukommt, eine Lipoidfraktion sein wird. 

Die Untersuchungen mit pathologischen Placenteu werde ich 
in kurzer Zeit mitteilen, 
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Zum Schluss erfille ich die angenehme Pflicht, meinem 
geehrten Lehrer, Herrn Professor Kotake fiir die freundliche 
Leitung und Unterstiitzung bei dieser Arbeit, und Herrn Professor. 
Dr. Tojo fur fortwahrende Anregung meinen innigsten Dank 
auszusprechen. 
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ON THE AUTOLYSIS OF PANCREATIC JUICE, 
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In the following paper, a few experiments made on the autolysis 
of pancreatic juice are reported. The juice was obtained in each 
case on the day preceding experimentation from a pancreatic 
fistula prepared by the method of Pawlow and was preserved 
with the addition of one hundredth part of toluene in a ice-chest. 


I. AcrpITY OF THE PANCREATIC JUICE. 


The pancreatic juice obtained as above mentioned has always 
the acidity of Pu 8.6-8.7, measured by the Indicator-method of 
Clark and Lubs. The electrometrical method gives an identical 
value. A juice which has Pa=8.7 by the indicator method 
shows Pu=8.67 by the electrometrical method. 

The change in the acidity was very limited and showed only 
an augmentation of 0.1-0.2 of Pu value, when preserved in an 


ice-chest. 
II. THE NORMAL COURSE OF AUTOLYSIS. 


100 ce. of the juice in an Erlenmeyer’s flask were placed in a 
thermostat at 38°C. At the initial moment and after 1, 2, 3, 6, 
9 and 12 hours 5 ce. of the juice were pipetted out and the action 
of enzyme was checked by the addition of 1 ce. of 109% trichlor- 
acetic acid. After the removal of coagulable protein 2.cc. of the 
filtrate were used for the Amino-nitrogen determination by Van 
Slyke’s method. 
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The result is shown in the following table. The amount o 
Amino-nitrogen here was recalculated for 2c. of the original 
inice. In the last column of the table the amount of total nitrogen 
of the juice measured by mikrokjeldahl-method was added. 


TABLE I. (s. Fig. 1.) 


Amino-N(ce.) at the end of | Total amount 
No. PH | 0 a 2 <8) | ea ea te noe are 
1 86 | 0.119} 0.166} 0.214 0.254) 0.351) 0.412 0.450 019" 
2 8.6 | 0.024! 0.072) 0.108) 0.136, 0.191) 0.245 0.275 0.15 
3 8.7 | 0.057} 0.080} 0.103 | 0.120} 0.172 | 0.296 0.241 0.13 
4 8.7 0 0.023 | 0.035 | 0.052 | 0.094] 0.123 0.12 0.09 


We can deduce from the table the following points. 

1. The initial velocity of the amount of Amino-nitrogen is quite 
different in each juice. This indicates the unequal amount of 
enzyme of the juice. 

2. The initial velocity has no relation to the total amount of 
protein. It shows clearly that the amount of enzyme and that of 
the protein is independent. 

3. The amount of Amino-nitrogen at the end of 12 hours is 
larger, when the total nitrogen is larger. 


III. INFLUENCE OF ACIDITY ON THE AUTOLYSIS 
OF PANCREATIC JUICE. 


A. The addition of acetate buffer solution. 

A series of the buffer solution was added to the juice and 
the time-course of the autolysis was studied. The method remained 
just the same as in the foregoing experiment. The result obtained 
was as follows. 
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TABLE II (s. Fig. 2) 
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Amino-N(cc.) at the end of 


Total amoun 


of 
PH | 0 1 2 3 6 9 (19 70H | nitrogen 
she Ws, ot ce (a es ee es % 
8.6 | 0.058 | 0.105 | 0.128 | 0.150 | 0.202 | 0.257] 0.815 0.15 
8.2 | 0.058 | 0.099 | 0.117 | 0.140 | 0.187 | 0.234] 0.280 z 
TABLE III (s. Fig. 3) 
~ Amino-N(cc.) at the end of Total amount 
of 
PH |) % i 2 3 6 9 (19%? | nitrogen 
SE eS eee, Cn pee, ee ee = 
8.6 | 0.046 | 0.103 | 0.172 | 0.206 | 0.333 | 0.423 | 0.526 0.27 
66 | 0.046 | 0.080 | 0.114 | 0.155 | 0.252 | 0.366] 0.458 - 
TABLE IV (s. Fig. 4) 
Amino-N(cc.) at the end of Total amount 
. of 
PH | 0 1 2 3 ee hours nitrogen 
ee 
8.6 | 0.095 | 0.155 | 0.215 | 0.262 | 0.370 | 0.460} 0.567 0.26 
6.1 | 0.095 | 0.110 | 0.143 | 0.191 | 0.274] 0.352} 0.513 - 
TABLE V (s. Fig. 5) 
now at the end of Total amount 
of 
PH | 0 2 | 3 9 [12 2S | nitrogen 
wheeen | % 
8.6 | 0.107 | 0.142 | 0.166 = im 0.189 | 0.250 | 0.330 0.391 0.175 
4.8 | 0.107 ne | .107 | 0.110 | 0.130 | 0.178 | 0.213 . 
| 


As will be seen from the table the initial velocity decreases 
with increase of the acidity. 
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After a lapse of a certain number of hours, however, the 
velocity of autolysis seems to recover, which is probably due to 
the activation of zymogen of pancreatic enzymes. 


B. The addition of sodium hydroxide. 


The alkalinity of different grade was obtained by the addition 
of differing amounts of sodium hydroxide and the course of autoly- 
sis during 12 hours was pursued, the result of which is shown 
in the following table. 


TABLE VI (s. Fig. 6) 


Amino-N (ce.) at the end of Total amount 


of 


Pa | 6 1 a ! 3 6 gy | aq homes nitrogen 
8.6 | 0.108 | 0.192 | 0.252 | 0.312 | 0.420.) 0.5a8 | 0.610 0.26 % 


9.0 ; 0.108 | 0.192 | 0.252 | 0.294 | 0.384 | 0.480 0.564 


9 


TABLE VII (s. Fig. 7) 


Amino-N (cc.) at the end ef Total amount 


: | hours of 
PH 0 t 2 3 6 9 12 nitrogen 
8.6 | 0.058 | 0.128 | 0.176 | 0.222 | 0.326 | 0.481 0.536 0.26 9% 


0.058 | 0,157 | 0.222 | 0.245 | 0.309 | 0.338 0.373 


” 


TABLE VIII (s. Fig. 8) 


Amino-N (ec.) at the end of Total amount 


of 
PH 0) 1 2 3 6 9 12 hartas nitrogen 
3.6 | 0.058 | 0.104 | 0.150 | 0.185 | 0248 | 0.300 0.346 0.18 9% 


10 0.058 | 0.173 | 0.208 | 0.225 | 0.242 | 0,254 0.265 


ee a See ee Lema eee eee a te 
As the table indicates, at the alkalinity so far examined the 
increase of alkalinity was always accompanied by an increase of 
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of initial velocity. The activity falls, however, sooner 
indicating the destruction of enzymes by alkali. 


IV DvRATION OF NORMAL AUTOLYSIS. 


= 


3 


40 


or later, 


The pancreatic juice was put into a thermostat at 38°C. and 


the progress of autolysis was followed for several days, which 


gave the following result. 


TABLE IX. 
Amino-N (cc.) at the end of | 
No.|PH! 0 6 | 12 |4 hours | 2 3 4 | 5 days | 
= | A | 
1 | 87| 0.057 0.172 0.241] 0.390 | 0610) 0,854) 0,854, — | 
| | | 
2| 8,7 0 aD O63 0 264 0.352 naa 0,527, 0,527 | 
I! } | 


Total amo- 
unt of 
nitrogen 


0.13% 


0.09 


As the table indicates, the velocity of autolysis decreases with 


time and the autolytic change stops after 3-4 days. 
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BEITRAGE ZUM PURINSTOFFWECHSEL. 
III. Uber die Bedeutung des Muskels als Quelle 


des endogenen Purins. 


Von 
MITSUGI KIKUCHI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Instilut der Universitét zu Toleyo. 
Divektor : Prof. Dr. 8. Kukiuchi.) 


(Eingegangen am 28, Dezember 1922.) 


J. EQNuerruna. 


Als die Quelle des endogenen Purins gab Burian (1905) die 
Muskeltatigkeit an, indem er die Vermehrunge des Purins in der 
im gereizten Hundemuskel durchgeleiteten Fhissigkeit betonte. 
Darauf bemerkte Scaffidi (1909) die Abnahme des Puringehalts 
in dem gereizten Frosch- und Krotenmuskel. Auch beim Menschen 
wurde die Vermehrung des endogenen Harnpurins bei der Bewegung 
von Siven (1900) u. a. untersucht. 


Trotzdem viele einzelne Untersuenungen uber die Quelle des . 


endogenen Purins gemacht worden sind, gibt es noch keine ‘sys- 
tematisch ausgefuhrten Versuche, welche zusammenfassend die 
Verhiltnisse zwischen der Muskeltatigkeit und dem Puringehalt 
in Muskel, Blut und Harn erklaren konnten. So unternahm ich 
unter Leitung von Prof. Dr. S. Kakiuchi eine Reihe von 
Kaninchenversuchen nach folgendem Plane, um etwas darwber 


erklaren zu konnen. 
1. Vergleichung des Puringehalts des Gastrocnemius zwischen 


ruhendem und tetanisiertem Muskel. 
2. Vergleichung der Purin- und Allantoinmenge im Harn zwischen 


Ruhe- und Arbeitstagen. 
3. Vergleichung der Purin- und Allantoinmenge im Blut vor und 


nach der Bewegung oder Reizung. 
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Bei diesem Versuche wurde dag Kaninchen stets moglichst 
purinarm genihrt, und ausser Purin- und Allantoingehalt zugleich 
auch Kreatin und Kreatinin im Muskel, Kreatinin und gesamter 


Stickstoff im Harn u. a. bestimmt. 


IJ. MrrnopiscHes. 


Gezwungene Bewegung. Versuchskaninchen wurden in einem 
rotierenden Bewegungsapparat (Radvorrichtung) je eine bestimmte 
Zeit lang zur Bewegung gezwungen. 

Elektrische Reizung der Kérperteile. Von den beiden Elektroden 
des Induktionstroms wurde eine gvosse Platte auf dem Ricken 
angebracht, wahrend die andere kleinere stabformige Elektrode aut 
dem betreffenden Bein oder Iorperteile des Versuchstieres angelegt 
wurde, und das Tier wurde nun bis zw starken Zuckung oder 
sogar zur Tetanisierung gereizt. 

Elektrische Re‘zung des M. gastrocnemius. Der abpriparierte 
N. ischiadicus eines Beines wurde vom centralen Teil abgetrennt, 
und dureh die Reizung dieses proxiiualen Neryenteiles mit dem 
Induktionstrom wurde der betrefiende M. gastrocnemius tetanisiert. 
Dabei wurde der N. ischiadicus der anderen Seite auch praipariert 
und vom centralen Teil abgeschnitten, um dadurch den elektrischen 
Kinfluss auf den ungereizten M. gastrocnemius mdelichst zu 
vermeiden, 

Blut. Direkt vor und nach der Muskeltiitigkeit (gezwungene 
Bewegung oder elektrische Reizung) wurde das Blut auf ein Mal 
za ca. 20-380 com aus dem Gefiiss der Ohrmuschel entnommen 
und zur Bestimmung verwendet. 

Harn. Der Tagesharn (manchmal der yon 2 Tagen) wurde 
von Morgens 8 Uhr bis zum folgenden Morgen 8 Uhr mit dem 
Waschwasser gesammelt und gut. geschiittelt. 

Kot. Kot von mehreren Tagen zusammengemischt und zu 
Kotpulver bereitet. 

Analysenmethode. Purinstickstoff:' von Blumenkohl nach Bu- 
rian u. Schur (1900), von Muskel und Okara (Riickstand der 
Sojabohnengallerte) nach Burian u. Hall (1903), von Blut uach 
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Folin u. Denis (1918), und nach Burian u. Schur (1900), 
von Kot nach Kruger u. Schittenhelm (1913) bestimmt. 

Harnsiure: yon Blut nach Folin u. Denis (1918), yon Harn 
nach Folin-McCullum-Denis (1912-13) und Benedikt- 
Hitchcock (1915) bestimmt. 

Allantoinstickstofle von Harn wurden nach Wiechowski 
(1907), von Blut nach Folin u. Denis (1913) und nach Wie- 
chowski (1908) bestimmt. 

Kreatin u. Kreatinin von Muskel wurde zuerst durch Hydrolyse 
zu freiem Kreatinin umgewandelt, dann nach Folin (1904), 
Kreatinin von Harn nach Folin (1904) bestimmt. 

Gesamter Stickstoff von Nahrung und Ausscheidung wurde nach 
Kjehlidahi bestimmt. 


Purin- und Stickstoffgehalt der Nahrungen. 


Die als Futter angewandten Okara und Blumenkohl enthalten 
Purin und gesamtes N. folgendermassen : 


Nahrung | Purin-N-Gelhalt Gesamter-N-Gehalt 
Okara 0,0077 96 0,74% 
Blumenkohl 0,000989¢ 0,214.99 


III. ERGesnissE DER UNTERSUCHUNGEN. 


Bevor ich die Ergebnisse meiner Untersuchungen anfithre, 
mochte ich bemerken, dass ich die Summe von dem Purin- und 
Allantoin N im Blut und Harn als P-K-N berechnet habe, weil 
das Purin in der Blutbahn des Kaninchens, wie es bei den meisten 
Siiugetieren der Fall ist, teilweise in Allantoin oxydiert wird, und 
dass als purinarme Nahrung Blumenkohl gebraucht wurde. 

Nun werden die Ergebnisse tabellarisch im folgenden angegeben. 


tad) 
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TABELLE I. 
Endogenes Harnpurin beim Ruhe- und Reizstadium. 
Versuchsdauer zwei Tage. 
Im Reizstadium wurden bei Kaninchen Nr. 4 und 5 beide Unterschenkel jeden 
Tag 1 Stunde lang bis zur Tetanisierung elektrisch gereizt, wahrend bei Kaninchen 
Nr. 6 und 7 die Reizdauer bis zu 1.5 Stunde verliingert wurde. 


P-K-N d. : oe ee 
Mon Z Shen 
Were ie Ruhe od. | Purinar- PE eee Harn- Korper- 
Haminehen Reizstad men Kreatinin | Gewicht 
Nr. z Nabrung |Allant.-N; Hrn.-N | P-K-N 
dh, Rubest. 0,0987 0,0239 | 0,0036 | 60,0266 0,089 3350 
Reizst. 0,vU47 0,0456 | 0,0036 | 0,0492 0,127 3385 
im Ruhest. 0,0047 0,0372 | 0,0018 | 0,0390 0,0805 3305 
‘ Reizst. 0,0035 0,0544 | 0,0932 | 0,0576 0,143 3330 
6 Ruhest. | 0,0047 -| 0,0434 | 0,0027 | 0,0461 0,148 3500 
: Reizst. 0,0037 0,0579 | 0,0043 | 0,0622 0,138 3050 
1 
7 | Buhest. | 0,0039 | 0,0229 | 0,0003 | 0,0223 | 0,122 2920 
; | Reizst. 0,0047 0,0312 | 0,0054 | 0.0366 0,110 2805 
TABELLE Ii. 


Endogenes Harnpurin beim Ruhe- und Bewegungstadium. 
Im Bewegungstadium jeden Tag das Kaninchen in einem Eee ana 
etwa 3) Min. lang zur Bewegung gezwungen. 


Versuchs- P-K-N d. P-K-N in Harn ~ 
Kaninchen) ee purinarmen’ ees 
Nr. eweg-st. |" Nahrung | Allant-N| Hm-N | P-K-N | Gewicht 
9 | Ruhest. 0,0047 0,0646 Spur 0,0646 2590 
: Beweg.-st. 0,0047 0,0558 0,0582 | 0,0640 2580 
10 Ruhest. 0,0047 0,0414 0,0023 0,0437 2450 
: Beweg.-st. 0,0047 0,0528 0,0933 0,0561 2430 
TABELLE 4GII. 


Vergleich des Puringehalts des ruhenden und tetanisierten M. gastrocnemius. 
Die Reizung des Muskels wurde bald an linker Seite, bald an rechter Seite 
ausgefiihrt, um vor der etwaigen einseitigen Charakterdifferenz zu schiitzen. Die 
Dauer der Tetanisierung war beim Kaninchen Nr. 1 eine Stunde, sonst 1} Stunde, 
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P-K-N Gehalt d. 


ee Veneer, Coie Muckele Kreatin u. Kreatinin 

ae M. gastroc. ld. Muskels, Eee Lae 

Nr. P-K-N¥& Menge % Menge 

1. ungereizt tL 17,05 0,0631 9% 0,0108 0,280 % 0,048-—— 

= tetanis. 5 16,90 0,0489 99 0,0083 0,202% 0,034 

2 ungereizt. 1] 17,26 0,08279¢ | 0,0143 0,420 9% 0,074 

f tetanis. rr. 19,06 0,0659 + 0,0126 0,3849% 0,073 

3 ungereizt r.| 17,63 0,06329 | 0,0110 0,420 9% 0,074 

tetanis. 1. | 18,33 | 0,0587% | 0,0107 | 0,405% | 0,074 

5 ungereizt 1. 20,59 0,0579 9¢ 0,0119 0,510 0,105 

: tetanis. I. 20,49 0,0560 9% 0,0115 0,460 9¢ 0,092 

~ ungereizt. r.| 15,55 0,06679¢ | 0,0104 0,40. 0,062 

: tetanis. 1] 16,33 0.053499 | 0,0087 0,5499 0,088 
10 ungereizt rj 15,75 0,0659 9¢ 0,0104 
; tetanis. Jj 15,73 0,05759 | 0,0091 


TABELLE IY. 


Der Purin- und Allantoingehalt des Blutes direkt vor und nach der kérper- 
lichen Bewegung. 

Das Kaninchen wurde in einem Bewegungsapparat ca. 20 Minuten lang zur 
Bewegung gezwungen. 


Versuchs- Direkt vor od, P-K-N-Gehalt im Blut 
Kaninchen nach der 
Nr. Bewegung. Ailant. N. Purin-N. P-K-N. 
vor 0,00639¢ 0,0085 9¢ 0,01489% 
— nach 0.010007 0,00799¢ 0,01790% 
vor 0,00989% 0,0052% 0,01509¢ 
. nach 0.012397 0,00460¢ 0,01690% 
- vor 0,00739¢ 0,00419% 0,01149% 
be nA 0,00820% 
_ vor 0,00829¢ 0,0039 94 0,01219¢ 
x | nach 0,0112 9 0,0045 9% 0,0157 % 


IY. GUSAMMENFASSENDE DETRACHTUNG. 
1. Wenn der gesunde M. gastrocnemius tetanisiert wird, mag 
es nun der rechte oder linke sein, so nimmt sein Puringehalt ab, 


wie folgt: 
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i Mere P-K-N-Prozent des M. gastrocnemius. 
Versuchs-Kaninchen - 
he Ungereizter M. (Seite) Gereizter M. (Seite) 
il. 0,06319¢ (linke) 0,0489 9¢ (rechte) 
B 0,0827 9¢ (linke) 0,0659 9% (xechte) 
3; 0,0632% (rechte) 0,0587 9% (linke) 
Sh 0,0579% (linke) 0,05609¢ (rechte) 
WG 0,0667 9% (rechte) 0,0534 94 (linke) 
40. 0,0659 % (rechte) 0,0578 9% (linke) 
— = 
Durchschn. 0,0666 9% 0,05819¢ 


Bei dem Versuchen von Scaffidi (1909) nimmt auch der 
Puringehalt des tetanisierten Muskels ab. 
2, Endogener Harnpurinkernstickstoff (Summe des Harnsi&ure- 
und Allantoin-Stickstofis im Harn) vermehrt sich bei der Bewegung 
oder Reizung folgendermassen ; 


“Versucks- Endogener Harnpurinkernstickstoft 
i\aninchen | hai Ruhezet bei Bewegung od. Bemerkung 
Pan Nr. Reiznng imac 
4. od 06266 0,049.2 bei Tetanisierung 
5, | 6,0390 0,0576 es 
6. | 09,0461 0,0662 . 
i. | 0,028 0,0366 . 
9. | 0.0646 0,0640 bei Bewegung 
10. 0,0437 | 0,0561 ” 
Durchschn, 0,0404 0,0550 


Bei den Versuchen von Wiechowski (1908) war das endogene 
antoin-N 0,046-0,03 und Harnsiiure-N 0,003-0,006. 


3. Der Purin- und Allantoinstickstoffgehalt im Blut wird 
vas durch gezwungene Bewegung vermehrt, wie folgt: 
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D ae Purin- und Allantoin-N-Gehalt im Blut 
Versuchs-Kaninchen 
Nr. direkt vor Bewegung direkt nach Bewegung 
14, 0,01497 96 0,017835% 
18. 0,01497 9¢ 0,01685% 
ite 0,012969¢ 0,015729% 
Durchschn. 0,01366 9¢ 0,U1 681 9% 


4. Der Kreatin- und Kveatinin-Gehalt. des M. gastrocnemius 
nimmt durch die Tetanisierung bald:ab, bald za. Das endogene 
Kreatinin im Harn nimmt auch dureh die Korperbewegung oder 
Reizung bald zu, bald ab. 

Die Vermehrung des Kreatin- und Kreatinin-Gehalts jm Muskel 
durch die Muskeltatigkeit oder Tetanisierune wurde von Burian 
(1905) angegeben, und die Vermehrung des Harnkreatinins durch 
die Muskeltatigkeit wurde von Gregor (1900) betont. Beide 
Angaben sind aber bei meiner Untersuchung nicht bestiitict 
worden. 

5. Wahrend der Untersuchung blieb das Kaninchen ganz 
gesund, das Stickstoffgleichgewicht fast vorhanden, I<rpergewicht 
fast konstant geblieben. 


V. Scaswuss. 


Wenn der Muskel in Tiitigkeit «esetzt wird, so nimimt sein 
Puringehalt ab, wenigstens wihrend der Reizung oder direkt nach 
der Reizung, obgleich er nach der Erholung wi °r zunehmen 
mag. Der Puringehalt des Harns nimmt dabei in imiissiger 
Menge, und der des Blutes in kleiner Menge gleichzeitig zu. 


Zum Schluss ist es mir eine angenelme Ptlicht, dem Direktor 
unseres Instituts, Herrn Prof. Dr. Kakiuchi, ftir seine freundliche 
Leitung und weitgehende Hilfe bei diesor Arbeit meinen herzlich- 


sten Dank auszusprechen. 


416 M. Kikuchi. 
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BEITRAGE ZUM BIOLOGISCHEN STUDIUM 
DER ORGANISCHEN BASEN. 


I. Uber die organischen Basen im normalen Menschenharn. 
Von 


SHIGERU TODA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Medizinischen 
Hochschule 2u Okayama.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1923) 


Kutscher und seine Schiller (1906, 1907) haben in einer 
Reihe von ihren Arbeiten gezeigt, dass die bisher entweder gar 
nicht oder nur mit Schwierigkeit darstellbaren neuen Basen, 
Methylguanidin, Dimethyleuanidin, Novain, Gynesin, Mingin, Vitiatin 
und Methylpyridinchlorid sich im normalen Menschenharn befinden. 
Bezuglich der Quelle der ersten 5 Basen hat Kutscher (1906, 
1907) einen tierischen Ursprung angenommen, und zwar entweder 
aus dem Tierreich entstammender Nahrung und solchen Genuss- 
mitteln oder von intermedidren Stoffwechselprodukten im Organis- 
nus. 

Obige Arbeiten haben mich veranlasst, denselben Versuch auf 
den normalen Harn des Japaners zu erweitern und mit dem des 
Europiiers zu vergleichen und schliesslich die noch unklaren Kon- 
stitutionen der obigen Basen aufzuklaren, falls ich zu denselben 
Ergebnissen gekommen sein sollte. Als Ausgangsmaterial diente 
mir Frauenharn, welcher von im Gefangnis zu Okayama. befind- 
lichen, gesunden, mit gemischter Kost genihrten Frauen herruhrte. 
Wie Kutscher und Lohmann (1906) in ihren Arbeiten darge- 
stellt haben, habe ich den Harn mit Phosphorwolframsdure 
behandelt, die gefillten Basen nach bekannten Verfahren zu 
Platin- oder Golddoppelverbindung whbergefuhrt und analysiert. 
Da charakterisierte ich mit Sicherheit Methylguanidin. Diese Base 
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wurde bereits ebenfalls im Franenharn von Achelis (1906-1907), 
von Kutscher und Lohmann (1906), im Mannerbarn yon 
Engeland (1908) nachgewiesen. Bei den verschiedenen Frak- 
tionen der Basen blieb die Glige Golddoppelverbindung zuruck, 
in der die der Konstitution nach noch unbekannten neuen Harn- 
basen yon Kutscher und Lohmann (1906, 1907) enthalten sein 
mussten. Diese Verbinduvg behandelte ich stets genau nach den 
Vorschriften von Kutscher (1907). Dabei schieden sich nar 
unorganische Salze, aber keineswegs irgendwelche organische Basen 
aus. 

102 Liter Frauenharn wurden anf dem Wasserbade eingeengt, 
mit absolutem Methylalkohol aufgenommen und_yon den dabei aus- 
geschiedenen unorganischen Salzen abfiltriert. 

Die wethylalkoholische Lcsung wurde dann unter verminder- 
tem Druck bis auf eine kleine Menge abdestilliert, und nach 
24stundigem Stehenlassen in Kalte wurde der abgeschiedene Harp- 
stoff abfiltriert. 

Das dicke Filtrat wurde mehrmals mit Methylalkohol extra- 
hiert, um die darin enthaltenen unorganischen Salze abzutrennen, 
die Auszuge im Vakuum yon Methylalkohol betreit, die Basen mit 
500 cem 3%iger Schwefelsiiwe verdtnnt und die Basen mit 
Phosphorwolframsiure gefillt. Die Phosphorwolframate wurden 
nach bekannten Methoden mit Hilfe von Baryt usw. zu Karbonaten 
tbergeftthrt, Die Losung derselben wurde stark eineeengt und mit 
Athylalkohol zwecks Entfernung der unorganischen Salze aufgenom- 
men und abgesaugt. 

Die alkoholische Basenlosung wurde nun mit alkoholischer 
gesiittigter Quecksilberchloridlosung gefallt. 

QUECKSILBERFALLUNG IT. 


Die Fallung wurde nach 24 Stunden abgesauet, mit_heissem 
Wasser digeriert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat 
yon Quecksilbersulfid wurde unter vermindertem Druck zum Sirup 
eingeengt, und mit Methylalkohol aufgenommen. Die alkoholische 
Lcsmmg wurde dann wieder im Vakutm stark verdunstet, dev 


Organische Basen im norm. Menschenharn. 419 


Ruckstand von nevem mit Athylalkohol aufgenommen, und diese 
Operation so oft wiederholt, bis sich der Rickstand in absolutem 
Athylalkohol leicht lst. 
Dabei schieden sich unorganische Salze und Kreatinin aus. 
Die alkoholische Losung wurde mit 20%iger alkoholischer 
Platinchloridlésung versetzt und in Kiilte stehen gelassen. 


Die Platinfillung der Quecksilberfillung I. 


Nach 12 Stunden wurde die erhaltene Fillung aufeesaugt, 
mehriach mit absolutem Athylalkohol nachgewaschen, der Riickstand 
in heissem Wasser gelost und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 

Die Losunge der so erhaltenen Chloride wurde bis auf eine 
kleine Menge eingeenget und mit 30%iger Goldchloridlésung ver- 
satzt. Dabei schied sich eine olige Verbindung aus. Diese Ver- 
bindung wurde durch Dekantieren von der Goldlosung abgetrennt, 
mit heisser verdiunter Salzsiure aufeenommen, durch Schwefelwas- 
serstoff von Gold befreit, das Filtrat unter vermindertem Druck 
yum Sirup eingeengt und der Riickstand mit absolutem Athyl- 
alkohol extrahiert. Die unorganischen Salze schieden sich dabei 
aus. Die Mutterlauge der Salze wurde mit’ alkoholischer Platin- 
chloridlésune gefallt und abgesaugt; die Platinfillung A* in heissem 
Wasser gelost und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Dem Filtrat des 
Platinsulfids wurde wieder 30%ige Goldchloridlosung hinzugefuct. 
Aber es schied sich kein Niederschlag aus—selbst nicht nach 
vielen Tagen. 

Diese Goldchloridlésung wurde durch Schwefelwasserstoff noch- , 
malg zersetzt, die Mutterlauge. des Goldes zum Sirup eingedampit, 
der Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen und nochmals 
mit alkoholischer Platinchloridlosung gefiallt. 

Das dabei abgeschiedene Platindoppelsalz wurde abgesaugt 
und auf Schwefelsiiure getrocknet. Das Filtrat der Platinféllung 
A wurde durch Schwefelwasserstoff zerlegt, abgesaugt, zum Sirup 
eingeengt und schlicsslich mit Goldchloridlésung versetzt. Dabei 
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*) Um Verwechselungen zu yermeiden, nenne ich die Fallung Platinfallung A. 
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schied sich eine dlige Goldverbindung ab. Leider reichte die Ver- 
bindung wegen zu geringer Menge zu weiteren Analysen nicht 
aus. 

Das Dekantat der ersten Gligen Goldverbindung wurde auf 
dem Wasserbade stark eingeengt und auf Schwefelsiure stehen 
gelassen. Dabei schieden sich braunlichgelb gefirbte Krystalle 
nach mehreren Tagen aus. Sie wurden abgesaugt und mit verdunnter 
Salzsiiure umkrystallisiert. Sie schmolzen nicht unter 300°C. und 
gaben keine Kohle beim Verbrennen auf dem Platinbleche. 


Das Filirat der Platinfallung von Quecksilberfallung I. 


Dasselbe wurde nach Verjagen des Alkohols mit heissem 
Wasser gelost, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat des 
Platinsulfids zum Sirup eingeengt. Von dem letzteren schied sich beim 
Hinzufugen der Goldchloridlosung sofort eine dlige Goldverbindung 
ab. Sie wurde durch einfaches Dekantieren von der Goldlésung 
abgetrennt und genau so wie die olige Fallung in der Platinfailung 
I nach dem bereits beschrieberen Verfahren bearbeitet. Aber ausser 
unorganischen Salzen liess sich irgendwelche organische Verbindung 
nicht finden. Von dem Dekantat der dligen Verbindung schieden 
sich nach einigen Tagen schone rhombische Krystalle beim Stehen- 
lassen aus. Dieselben wurden abgesaugt und in heisser verdimnter 
Salzsiure umkrystallisiert. 

Die Krystalle schmolzen bei 188°C. Sie bestanden aus reinem 
Methylguanidinchloraurat. Die Analyse ergab folgende Werte: 


0,1258 g Substanz gaben 0,0256 g CO,, 0,0240 g H,O und 0,0800 g Au 
Fir C,H,N,HCl Au Cl, 


Berechnet Gefunden 
C 5,81% Cc 5,55% 
H-——1,95% H 2,139 
Au—47,749% Au——47,69% 


QUECKSILBERFALLUNG JI. 


Das Filtrat: der Quecksilberfallung I wurde auf dem Wasser- 
bade mit gepulvertem Quecksilberchlorid heiss gesattiot. Der 
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nach dem Erkalten ausgeschiedene Niederschlag wurde als Queck- 
silberfallung II bezeichnet. Sie wurde abfiltriert, mit heiss gesit- 
tigter Quecksilberchloridlésung nachgewaschen, in heissem Wasser 
gelost und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Die Mutterlauge des 
Quecksilbersulfids wurde im Vakuum zum Sirup eingeengt, mit 
Methylalkohol, dann mit Athylalkohol aufgenommen, von bei diesem 
Verfahren abgeschiedenen anorganischen Salzen und Kreatinin be- 
freit und die alkoholische Mutterlage mit Platinchloridlésung gefallt. 


Die Platinfillung der Quecksilberfallung II. 


Nach 24 Stunden wurde die erhaltene Fallung stark abgesaugt, 
mit Wasser gelést, durch Schwefelwasserstoff zerlegt und abfiltriert. 

Das Filtrat wurde zum Sirup eingeengt und schliesslich mit 
Goldchloridlésung vollstandig gefallt. Es schied sich dliges Goldsalz 
aus. Das Salz wurde mit heisser verdinnter Salzsiure aufgenommen, 
auf dem Wasserbade vorsichtig eingedampft, und dann erkalten 
gelassen, wobei sich keine Krystalle, trotz langerer Zeit, ausschieden. 

Die Masse wurde zum zweiten Male durch LEinleiten von 
Schwefelwasserstoff zersetzt und wiederum zum Platinat durch 
zweite Umfallune mit Platinchloridlosung tbergefihrt. Das so 
erhaltene Platinat schmolz nicht unter 300°C., Kohle blieb beim 
Verbrennen auf dem Platinbleche nicht zuruck. 

Das Filtrat des dligen Goldsalzes wurde stark eingeengt und 
stehen gelassen. Dabei schieden sich einige gelbe nadelige Krys- 
talle ans. Sie wurden abgesaugt und mit verdinnter Salzsaure 
umkrystallisiert. 

Die Krystalle schmolzen bei 198°C. Der Goldwert derselben 
stimmte mit dem des Methylguanidinchloraurats tberein. 

Die Anlyse ergab: 


0,0726 g Substanz gab 0,0346 g Au. 
Fiir C,H,N,‘HC1-AuCl, 
Berechnet : Gefunden ; 
Au 47,7496 Au 47,77 % 


Das Filtrat der Platinfdllung von Quecksilberfallung II. 
Es wurde unter vermindertem Druck zum Sirup eingeengt. 
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um den Alkohol zu verjagen, die zuriickgebliebene Masse mit 
heissem Wasser aufgenommen, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat zum Sirup eingedampft und schliesslich mit 30%iger Gold- 
chloridlésung versetzt. Dabei schied sich kein Niederschlag aus. 


Das FILTRAT DER QUECKSILBERFALLUNG IT. 


Es wurde unter vermindertem Druck zum Sirup eingeengt, 
die zariickgeblicbene Masse mit Methylalkohol und Athylalkohol je 
dreimal aufgenommen und von den ungeldsten anorganischen Salzen 
befreit. 

Diese alkoholische Losung wurde abwechselnd mit gesittigter 
alkoholischer Quecksilberchloridlosung und Natriumacetatlosung so 
lange versetzt, bis es keine Trubung mehr gab. 

Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abgesauzt, mit 
Wasser gelést und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die Mutter- 
lauge des Quecksilbersulfids wurde dann stark eingeengt und mit 
Methylalkohol, dann mit Athylalkohol aufgenommen. Dabei schie- 
den sich ebenfalls unorganische Salze aus. Die alkoholische Losung 
wurde mit Platinchloridlésung vollstandig gefillt. 


Die Platinfillung des Filtrats von Quecksilberfallung LI. 


Diese Fallung wurde nach 24 Stunden stark abgesaugt, mit 
Wasser aufgenommen und der wasserigen Lisung nach dem Zer- 
setzen mit Schwefelwasserstoff die Goldchloridlésumg hinzugefiet. 
Ein Niederschlag schied sich dabei nicht aus. 


Das Filtrat der Platinfdllung des Filtrats in 
Quecksilberfillung IT. 


Dasselbe wurde durch das oben bereits geschilderte Ver- 
fahren yon Platin befreit und der erhaltenen wiisserigen Losung 
sofort 380%ige Goldchloridlésung hinzugefiigt. Nach einigen 
Stunden schied sich eine Slige Doppelverbindung aus. Dieselbe 
wurde in heissem Wasser mit Schwefelwasserstoff zersetzt, im 
Vakuum eingeengt, mit Methylalkohol und Athylalkohol aufgelést 
und schliesslich wurde Platinchloridlésumg hinzugefiigt. 
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Die ausgeschiedene Platinverbindung schmolz nicht unter 300° 
im Kapillar; Kohle blieb beim Verbrennen nicht zuriick. 

Die Mutterlauge der Gligen Goldverbindung wurde stark ein- 
geengt und in Kalte stehen gelassen. Nach einiger Zeit schieden 
sich schone gelbe rhombische Krystalle aus Methyleuanidinchlor- 
aurat ab. 

Sie wurden auf verdtnnter Salzsinure umkrystallisiert. Die 
Krystalle schmolzen bei 198°C. Die Analyse ergab folgende 
Zahlen : 

0,1532 g Substanz gaben 0,0321 g CO,, 0,0296 H,O und 0,9731 g Au. 

0,1509 g Substanz gaben 0,9718 g An. 

Fir C,H,N,-HCl Axl, 


Berechnet: Gefiunden: 
C--—_— 5,819 C———5,729¢ 
H- 1,959 He a6 
Aa——147,74% Au 47,72; 47,589 
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BEITRAGE ZUM BIOLOGISCHEN STUDIUM 
DER ORGANISCHEN BASEN. 


II. Uber die organischen Basen im Extraktivstoffe aus pflanzlichen 
und tierischen Nahrungsstoffen. Erste Mitteilung. 


Von 
SHIGERU TODA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der 
Medizinischen Hochschule zu Oleayumu.) 


(Hingegangen am 10. Januar 1923) 


In meiner fritheren Arbeit tiber die organischen Basen im 
normalen Menschenharn habe ich ausgefiihrt, dass der Harn des 
Japaners hauptsiichlich Kreatinin und Methyleuanidin enthilt, 
wabrend aus dem des Europiiers ausserdem noch mehrere andere 
organische Basen dargestellt wurden. Diese Verschiedenheit beider 
Harne ist vermutlich aus den Differenzen der eingenommenen 
Nahrungsmittel zu erkliren, weil einige Basen im Harne exogenetisch 
aus Nahrungsstoffen entstammen wie auch Kutscher (1906, 1907) 
ausgefuhrt hatte. 

Es wurde schon von verschiedenen Autoren nachgewiesen, dass 
Cholin und Betaine im Pflanzenreich und Tierreich sehr verbreitet 
vorkommen. Und zwar haben Yoshimura, (1913, 1914, 1916, 
1917), Okumura (1918-1920), und Totani (1910) im Extrak- 
tivstoffe aus pflanzlichen, und Kutscher und Ackermann (1907), 
Suwa (1909), Suzuki (1909), Yoshimura (1913, 1914) und 
Okuda (1916) in solehem aus tierischen Nahrungsstoffen Cholin 
und Betaine gefunden. Als Beitrag dazu habe ich zur Isolierung 
der organischen Basen von Iixtraktivstoffen aus Meduse gearbeitet, 
und konnte Cholin und eine noch unbekannte Base darstellen. 
Uber das Resultat méchte ich folgendes kurz mitteilen. 

65 kg frische zerkleinerte Medusen (Rhopilema esculenta), welche 
man in der Bai von Kojima in der Niihe von Okayama in sehr 
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erossen Menge finden kann, wurden mit heissem Wasser wieder- 
holt extrahiert, die Ausziige mit schwefelsaurem Aluminium und 
Baryumhydroxyd gereinigt, dann der Uberschuss des Baryts durch 
Kohlensiiure entfernt. Das Filtrat wurde im Vakuum stark ein- 
geengt, und zur Beseitigung der anorganischen Salze wurde der 
Riickstand mit Methyl- und Athylalkohol dreimal behandelt. Der 
in Alkohol lésliche Teil wurde nach Vertreiben des Alkohols mit 
Wasser aufgenommen. Die wasserige Losung wurde mit Schwefel- 
siiure angesiiuert und dann mit Phosphorwolframsaure gefallt. 

Das Phosphorwolframat wurde in bekannter Weise mit Baryt- 
wasser zorsetzt und der Uberschuss des Baryts durch Kohlensaure 
entfernt. Die erhaltene Basenlosung wurde mit Salpetersdiure 
neutralisiert und dann mit Silbernitrat versetzt, wobei ein dunkel- 
brauner Niederschlag in kleinen Mengen entstand, der etwa vor- 
handene Purinbasen enthalten musste. Das Filtrat yom Silber- 
niederschlag wurde mit Silbernitrat und Barythydrat in Uberschuss 
yersetzt, der dabei erhaltene Niederschlag abgesaugt und mit Baryt- 
wasser gut gewaschen. 

Die Mutterlauge vom Silbernitrat und Barytniederschlag 
wurde nach dem Entfernen des Silbers und des Baryts mittels 
Salzsaure und Schwetelsiure im Vakuum zum Sirup eingeengt. Der 
sirupdse Rickstand wurde zuerst mit Methylalkohol und Athylal- 
kohol behandelt, dann mit gepulvertem Quecksilberchlorid gefallt. 


1. Der Quecksilberchloridniederschlag. 


Nach einigen Tagen wurde die Fallung abgesaugt und mit 
alkoholischer Sublimatlosung ausgewaschen, dann in heissem Wasser 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom 
Quecksilbersulfid wurde stark eingeenet und wieder mit Alkchol 
behandelt, dann mit alkoholischer Platinchloridlésung gefallt und 
nach 24stundigem Stehenlassen abfiltriert. Die gewonnenen Platin- 
chloriddoppelsalz2 wurden durch Schwefelwasserstoff vom Platin 
befreit, mit Salzsiure stark angesiiuert, und auf dem Wasserbade 
stark cingeengt, dann im Vakuumexsikkator cinige Tage stzhen 
gelassen, wobei sich farblose Krystalle ausschieden. Die so erhal- 
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tene Krystallmasse wurde in absolutem Alkohol aufgenommen, 
wobei fast alles in Losung ging. Das in Alkohol lésliche Chlorid 
wurde nach dem Vertreiben des Alkohols in das Chloraurat tiber- 
gefthrt, das aus gelben Blattchen vom Schmelzpunkt 265°C 
bestand. 

Fur die Analyse wurde das Aurat im Vakuum getrocknet. 


0,0818 g Substanz gab 0,0362 g Gold. 
Fiir Cholinchloraurat (O,H,, NOCI-AuCl,). 


Berechnet : Gefunden: 
44,499 Au, 44,2006 Anu. 


Das Filtrat des Platinchloridniederschlags wurde yom Platin 
mittels Schwefelwasserstoff befreit, und dann mit Goldchloridlosung 
getallt. Das ausgeschiedene Chloraurat bestand aus schén gelben 
Blattchen vom Schmelzpunkt 263°C. 

Fur die Analyse wurde es im Vaknum getrocknet. 

0,0584 ¢ Substanz gab 0,0236 g Gold. 
Fiir Cholinchloraurat (C,H, ,NOCI-AuCl,) 


Berechnet : Gefunden : 
44,4997 Au. 44,2599 Au. 


2. Das Filtrat vom Quecksilberniederschlag. 


Das Filtrat des Quecksilberchloridniederschlags wurde vom 
Quecksilber inittels Schwefelwasserstoff befreit und mit Methylal- 
kohol und Athylolkohol behandelt, dann mit alkoholischer Platin- 
chloridl6sung gefillt. Nach 24 Stunden wurde die Fiallung ab- 
gesaugt. Der Niederschlag wurde in heissem Wasser aufgenommen 
und mit Schwefelwasserstoff zerleet. Das Filtrat vom Platinsulfid 
wurde nach dem Vertreiben des Schwefelwasserstoffs in das 
Chloraurat tbergefihrt, wobei nur sehr geringe Olige, nicht krys- 
tallisierbare Masse ausschied. 

Das Filtrat des Platinchloridniederschlags wurde vom Platin 
mittels Schwefelwasserstoff befreit und dann mit Goldchloridlosung 
gefillt. Das entstandene Chloraurat bestand aus gelben Nadeln 
vom Schmelzpunkt 118-122°C. Die Ausbeute war aber so gering, 
dass es zu weiteren Untersuchungen nicht ausyeichte. 
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BEITRAGE ZUM BIOLOGISCHEN STUDIUM 
DER ORGANISCHEN BASEN. 


II. Uber die organischen Basen im Extraktivstoffe aus pflanzlichen 
und tierischen Nahrungsstoffen. Zweite Mitteilung. 


Von 
SHIGERU TODA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der 
Medizinichen Hochschule zu Okayama.) 


(Hingegangen am 10. Januar 1923) 


Anschliessend an meine erste Mitteilung gebe ich hier das 
Resultat meiner Untersuchungen tber organische Basen des Ex- 
traktivstoffes aus Pteridium aquilinum ausgefuhrt, ein Farnkraut, 
das in Japan als pflanzliche Nahrung dient. Es gelang mir ziemlich 
reiche Mengen Betain zu isolieren, nebenbei fand ich geringe Menge 
Cholin und zwei Basen, die eine vom Schmelzpunkt 137°C., die 
andere yom Schmelzpunkt 127°C., beide unbekannten Charakters. 

4,5 ke frische zerkleinerte Farnschosslinge wurden mit heissem 
Wasser wiederholt extrahiert, die Ausztige wurden nach der Tann- 
inmethode von F. Kutscher gereinigt, im Vakuum zum Sirup 
eingeengt, und der Sirup zur Entfernung der organischen Salze mit 
Methylalkohol behandelt. Nach Vertretben des Alkohols wurde der 
Riickstand mit heissem Wasser aufgenommen und bei Gegenwart 
von 5%iger Schwefelsiiure mit Phosphorwolframsaure gefallt. 

Das Phosphorwolframat wurde in der bekannten Weise mit 
Baryt zerlegt und durch Kohlensiiure vom tberschissigen Baryt 
befreit ; es resultierte nun eine alkalische Lisung, welche organische 
Basen enthielt. Diese Lésung wurde zur Entfernung der Purin- 
basen mit Salpetersiure neutralisiert, dann mit Silbernitrat gefallt. 
Das Filtrat vom Silbernitratniederschlag wurde mit Silbernitrat 
und Baryt in Ubergchuss versetzt, der dabei erhaltene Niederschlag 
abgesaugt und mit Barytwasser gut gewaschen. Das Filtrat vom 
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Silbernitratbarytniederschlae siiuerte ich stark mit Salzsiure und 
Schwefelsiure an, wodurch der Uberschuss vom Silber und Baryt 
gefillt wurde, filtrierte die Nicderschlige und neutralisierte das 
Filtrat mit Natriumkarbonat. Diese Losung wurde im Vaknum 
zum Sirup eingeengt, der Sirup wurde zuerst mit Methylalkohoi, 
dann mit Athylalkohol behandelt, mit gepulvertem Quecksilberchlorid 
vollig ausgefallt und nach 24stimdigem Stehenlassen abfiltriert. 


1. Der Quecksilberchloridniederschlag. 


Die gewonnenen Quecksilberdoppelsalze wurden mit heissem 
Wasser ‘digeriert und dann mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die 
vom Quecksilbersulfid abfiltrierte Flissigkeit wurde im Vakuum 
eingedampft, dabei ergab sich ein Ruckstand. Er wurde mit 
einer kleinen Menge Wasser aufgelost und mit Salzsdure stark 
angesduert und eingeengt. Dann liess ich ihn im Vakuum uber 
Schwefelséure auskrystallisieren. 

Die so gewonnene Krystallmasse wurde mit kaltem absoluten 
Alkohol behandelt. Durch diese Manipulation liess sich das 
Gemenge der salzsauren Basen in einen in kaltem absoluten 
Alkohol loslichen und einen andern dazin unldslichen Teil sondern. 


A. . Der in kaltem absoluten Alkohol unldsliche Teil wurde 
mit wenigem Wasser aufgenommen und mit einer wasserigen 
Platinchloridlosung vollig ausgefillt und nach 24stiindigem Stehen- 
lassen abfiltriert. Die gewonnenen Platinchloriddoppelsalze wurden 
mit heissem Wasser aufgenommen und dann mit Schwefelwasserstoff 
zerleet. Die vom Platinsulfid abfiltrierte Flissigkeit wurde in das 
Chloraurat ubergefthrt. Das Chloraurat bildete schén hellgelbe 
Biattchen, die im Schmelzrohrchen bei 238° C. unter Aufschiumen 
schmolzen. 

Fir die Analyse wurde das Chloraurat im Vakuum getrocknet ;— 
bei der Analyse ergaben sich folgende Werte: 


0,1542 g Substanz gab 0,0765 g Gold. 
Fiir Betainchloraurat (C;H,,NO,Cl-AuC],). 
Berechnet : Gefunden ; 
43,1499 Au. 43,139 Au, 
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Die Krystailform, der Schmelzpunkt und die analytischen 
Daten stellen ausser Zweifel, dass das von mir erhaltene Golddop- 
pelsalz mit Betaingoldchlorid identisch ist. Somit bestand das in 
kaltem Alkohol unldsliche Chlorid aus Betainchlorhydrat. 


B. Der in kaltem absoluten Alkohol lisliche Teil wurde 
pach dem Vertreiben des Alkohols in Chloraurat tibergefiihrt, das 
aus schon gelben Blattchen vom Schmelzpunkt 265°C. bestand. 
Die Ausbeute war so gering, dass ich das Salz nicht weiter unter- 
suchen kounte, aber nach der Krystallform und dem Schmelzpunkt 
ist es wahrscheinlich, dass das von mir erhaltene Golddoppelsalz 
mit Cholinchloraurat identisch ist. 


2. Das Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlag. 


Das Filtrat des Quecksilberchloridniederschlags wurde nach 
dem Vertreiben des Alkohols vom Quecksilber mittels Sclwelel- 
wasserstotf befreit und dann mit Methylalkohol behandelt. Dieser 
alkoholische Auszug wurde mit einer alkoholischen Platinchlorid- 
losung: vollig ausgefallt und nach 24stundigem Steheniassen ab- 
filtriert. 

Die gewonnenen Platindoppelsalze wurden in heissem Wasser 
gelost und vom Platin mittels Schwefelwasserstoff befreit und 
dann mit wiasseriger Goldchloridlésung vollig ausgefillt. Dic 
gewonnenen Goldchloriddoppelsalze wurden aus heissem Wasscr 
wiederholt umkrystallisiert. Das Chloraurat bestand aus schon 
gelben, vereinigten Siulen vom Schmelzpunkt 137°C. Fur dic 
Analyse wurde das Aurat im Vakuum getrocknet. 

0,1126 g Substanz gab 0,0386 g Gold, 
entsprechend 34,269 Au. 

Das Aurat wurde aus heisser verdiinnter Salzsiure mnkrystal- 
lisiert und im Vakuum getrocknet. Bei der Analyse ergaben sich 
foleende Werte: 

Schmelzpunkt 1387 C. 


0,1203 g¢ Substanz gab 0.0412 g Gold, 
entsprechend 34,259 Au. 
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Der Schmelzpunkt und Goldwert blieben nach Umkrystal- 
lisation bestindig. 


Das Filtrat von der letzten Platinchloridfallumg wurde nach 
dem Entfernen des Platins durch Schwefelwasserstoff in das 
Chioraurat tbergefthrt, das aus schon gelben, zu Drusen vereinigten 
Nadeln vom Schmelzpunkt 127°C. bestand. Fur die Analyse 
wurde es im Vakuum getrocknet. 


0,0647 g Substanz gab 0,0233 g Gold, 
entsprechend 36,01% Au. 


Die Ausbeute von oben beschriebenen zwei Golddoppelsalzen 
war so gering, dass ich die Salze nicht weiter untersuchen konnte. 


BEITRAGE ZUM BIOLOGISCHEN STUDIUM 
DER ORGANISCHEN BASEN. 


II. Wher die organischen Basen im Extraktivstoffe aus pflanzlichen 
und tierischen Nahrungsstoffen. Dritte Mitteilung. 


Von 
SHIGERU TODA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der 
Medizinischen Hochschule zu Oleayama.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1923) 


Von allen Betainen kommt das Glykokollbetain sehr verbreitet 
im Pflanzenreich vor. Auch in pflanzlichen Extraktivstoffen wurde 
hauptsichlich das Betain nachgewiesen, Nur im Stachysknollen, in 
den Blattern und Bliten von Chrysanthemum sinense Sabin und 
Chrysanthemum cinerifolium, in Galeopsis grandifolium, in Citrus 
medica und Citrus aurantium amara, in Betonica officinalis und 
in Schdsslingen der Reispflanzen (1910-1914) wurde Stachydrin, 
Prolinbetain, aufgefunden. 

In Fortsetzung meiner frtheren Mitteilungen habe ich tiber 
die organischen Basen aus Porphyra laciniata gearbeitet, und es 
gelang mir Stachydrin zu isolieren. Das Resultat dieses Versuchs 
soll hier kurz mitgeteilt werden. 

2 ke Infttrockenes zerkleinertes Ausgangsmaterial wurde mit 
heissem Wasser dreimal extrahiert; der Extrakt wurde mit Phosphor- 
wolframsiure auseefallt und nach 24stindigem Stehenlassen abfiltriert. 

Aus dem Phosphorwolframat wurde in bekannter Weise eine 
alkalische Flissigkeit der freien Basen gewonnen. Die Flissigkeit 
wurde mit Salpetersiiure schwach angesiuert, dann mit einer 
20% igen Silbernitratlosung gefallt. 


I. Derr SILBERNITRATNIEDERSCHLAG. 


Um die Silbernitratverbindungen in Silberverbindungen um- 
gyvandeln, wurde der Niederschlag mit Ammoniak digeriert und 
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dann mit Salzsiiure zersetzt. Die so erhaltenen salzsauren Salze 
wurden in Wasser und Alkohol gelost und nach Vertreiben der 
uberschussigen Salzsiiure durch Abdampfen nochmals in Wasser 
oelést und dann mit Tierkohle entfarbt. Nach der Angabe von 
Kruger und Salomon (1898) dampfte ich die entfarbte Losung 
ein, extrahierte den Ruckstand mit Wasser bei 40°C. und filtrierte 
ihn ab. Durch diese Manipulation liess sich jetzt das Gemenge 
der salzsauren Basen in einen in Wasser ldslichen und einen 
andern darin unloslichen Teil sondern. Aus ihren beiden Salzen 
konnte keine Base isoliert werden. 


II. Der SILBERNITRATBARYTNIEDERSCHLAG. 


Das Filtrat vom Purinbasenniederschlag wurde mit Silbernitrat 
und Barytwasser ausgefallt, abfiltriert, das Filtrat mit gepulvertem 
Baryt gesattigt und abfiltriert. - 

Der Ruckstand wurde in der bekannten Weise durch Schwefel- 
siure von tberschissigem Baryt und durch Schwefelwasserstoff vom 
Silber befreit. Die gewonnene Losung wurde im Vakuum eingeenst. 
(Noch nicht weiter untersucht !) 


Ill. Das Finrrat vom SILBERNITRATBARYTNIEDERSCHLAG. 


Das Filtrat des Silbernitratbarytniederschlags wurde mit 
Salzsiinre und Schwefelsiure von dem Uberschuss an Silber und 
Baryt befreit und 1 xi Gegenwart von 5%iger Schwefelsdure mit 
Phosphorwolframsiure gefallt und nach 24stindigem Stehenlassen 
abfiltriert, 

Das Phosphorwolframat wurde in der bekannten Weise mit 
Baryt zerlegt und durch Kohlensiure vom wberschtissigen Baryt 
befreit ; es resultierte num eine alkalische Losung, welche organische 
Basen enthielt.. Diese Losung wurde nach Ansaduern mit Salzsiiure 
anf dem Wasserbaide eingeengt, mit Quecksilberchlorid gesiittiet 
umd nach 24stundigem Stehenlassen abfiltriert. 


A. Das Filtrat vom Quecksilberchlovidniederschlag. 


Das Filtrat des Sublimatniederschlags wurde vom Quecksilber 
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mittels Schwefelwasserstoff befreit und eingeengt, dann mit ab- 
solutem Alkohol behandelt. Bei Zusatz von alkoholischer Gold- 
chloridlosung zu dieser alkoholischen Liésung schied sich das 
Aurat ab. Die Menge war leider sehr gering, so dass es nicht 
moglich war, eine genauere Beschreibung der Substanz zu geben. 


B. Der Quecksilberchloridniederschlag. 


Dieser Niederschlag wurde in heissem Wasser aufgenommen 
und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Queck- 
silbersulfid wurde im Vakuum eingedampft, dann mit wiisseriger 
Goldchloridlosung ausgefillt und filtriert. Die gewonnenen Gold- 
chloriddoppelsalze wurden in heissem Wasser gelést. Beim lang- 
samen Verdunsten der Losung schied sich das Golddoppelsalz in wohl 
ausgebildeten, schon gelben prismatischen Sdulen ab, die in Wasser 
leicht loslich waren, bei %24°C. schmolzen und bei der Analyse 
folgende Werte gaben : 


0,1477 g¢ Substanz gab 0,0603 g Gold. 
Fiir Stachydrinchloraurat (C;H,,NO,*HCl-AuCl,): 


Berechnet : Gefunden : 
40,8296 Au. 40,799 Au. 


Die bei der Goldbestimmung gewonnene Salzlosung wurde 
nach Ansdiuern mit Salzsiure auf dem Wasserbade eingedampft: 
und dann im Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei allméahlich 
salzsaure Salze auskrystallisierten, die aus farblosen durchsichtigen 
Saulen mit dem Schmelzpunkt 231°. bestanden, und die deutlich 
Pyrrolreaktion zeigten. Die gewonnenen Goldchloriddoppelsalze 
wurden noch einmal aus heissem salzsiurehaltigem Wasser um- 
krystallisiert und dann im Vakuumexsikkator uber Schwefelsaure 
getrocknet. Bei der Analyse ergaben sich folgende Werte : 


Schmelzpunkt 225° C. 


0,1522 g Substanz gab 0,0620 Gold. 
Fir Stachydrinchloraurat (C,H ,,;NO,-HCl-AuCl,). 
Berechnet : Gefunden : 


40,82% Au. 40,709% Au. 
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0,1536 & Substanz gaben 0,0976 g CO,, 0,0475 g H,O 
and 0,0627 g Au. 
Fiir Stachydrinchloraurat (C,H,,NO,°HCl-AuCl,). 


Berechnet : Gefunden : 
C 17,39 % C 12,35% 
H 2,929¢ H-—— 3,43 
Au- 40,82 9% Au- 40,8297 


Die Krystallform, der Schmelzpunkt, die Pyrrolreaktion und 
die analytischen Daten stellten es ausser Zweifel, dass das von mir 
erhaltene Goldchloriddoppelsalz mit Stachydringoldchlorid identisch 
ist. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER IN DEN HARN.- 
STEINEN ENTHALTENEN SUBSTANZEN. 


Voy 
H. NAKANO. 


(Aus der Dermat.-wrologischen Klinik in der Universitat zu Tokyo. 
Vorstand : . Prof. Dr. K. Dohi). 


(Eingegangen am 5. Oktober 1922). 


Die Ansichten wtber die Entstehung der Harnsteine sind 
unzweifelhaft vom krystallographischen Standpunkt aus noch sehr 
anfechtbar. Bevor ich die verschiedenen Meinungen daritber be- 
spreche, teile ich einige krystallographische Studien tiber die in 
Harnsteinen enthaltenen Substanzen mit. 


CYSTIN. 


Unter den 600 Harnsteinen von Japanern, welche ich zu 
beobachten Gelegenheit hatte, fand ich nur sieben Exemplare von 
Cystinsteinen. Diese sind hellbraune, fettglinzende, konzentrisch 
geschichtete, bliitterigstrahlige Aggregate mit ca 0,5 bis 7 em 
Durchmesser. Fig. 1 auf Tafel I zeigt das mikroskopische Bild 
cines Dunnschliffes mit unfocusierten Luftblischen. 

Die in den Ageregaten gefundenen, manchmal wohlausgebildet- 
en Krystalle sind hexagonale, oft zonarstruktuierte Tafeln. Der 
Zonenbau, welcher sich sehr hiufig deutlich in den basischen 
Dinnschliffen beobachten. lisst, rihrt wabrscheinlich von der 
Anordnung submikroskopischer TEinschlisse her. Die Krystalle 
zeigen nur die Basis c (0001) und das zweite Prisma a (1120). 
Basis gefiltelt, Prisma horizontal gestreift. Spaltbarkeit : ¢ (0001) 
und r (1011), beide vollkommen. Hiirte meefthr 1. 

Optisch negativ. Brechungsindices durch Immersionsmethode 
ermittelt : o—1,6868, ¢=1,6367, deshall das Chagrin der Dunn- 
schlifle unter dem Mikroskop. Die Ammoniakallosung linksdre- 
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hend. Doppelbrechung etwas héoher als die der Muskovitschliffe 
senkrecht zur Basis. 

Unter dem Mikroskop sieht man in den Tafeln eine Erschein- 
ung, welche an die mimetische Zwillingsstruktur des Tridymits 
erinnert. Die Schliffe senkrecht zu c (0001) némlich zeigen manch- 
mal verschiedene Ausloschungen in verschiedenen Stellen (Fig. 
2 auf Tafel I). Diese Erscheinung, welche nie in reinen kunst- 
lichen Krystallen beobachtet: wurde, ist vielleicht dem Vorhan- 
densein von Beimengungen zuzuschreiben. 


IXUNSTLICHE CYSTINKRYSTALLE. 


(Figg. 3,4,5 auf Tafel I; Textfigg. a, b,c). 
Rhomboedrisch-hemiedrisch ? 
a:c=1 : 1,2679, meine Berechnung aus c/\r=55° 50’. 


Einzelne sechsseitige, ringsum ausgebildete, tafelige Krystalle 
aus Ammoniakallosung mit ca 1 mm Durehmesser und 0,5 mm 
Dicke, ausser den Parallelverwachsungen von an der Basis anfein- 
ander gehduften Individuen, liegen vor. 

Beobachtete Formen : c (0001), a (1120), + (1011). Die letzten 
f'lachen werden nur bei Krystallen aus schwiicherer Lisung getroffen 
(Fig. 3 auf Tafel I; Textfig. a). Eine zwillingsartige Verwachsung 
uach einem flachen Rhomboeder, ? t; R (1.0.1.14), ihnelt gewis- 
sermassen sogenannten EKisenrosen von Hematit (Textfig. b). 

Deutliche Atzfiguren zur Erkennung des Symmetrieverhaltnis- 
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ses sind noch nicht beobachtet worden. Als Losungsfliiche beo- 
bachtet man e (0112) (Textfig. c). Yonarstruktur sehr haufig, 
wohl durch das Vorhandensein you submikvoskopischen Einschliissen 
erzeust. 

Spaltbarkeit ¢ (0001) und x (1011), beide vollkommen. Hiirte 
ungefahr 1, Optisch negativ. Brechungsindices durch Tmmer- 
sionsmethode ermittelt: w=1,6868, ¢=1,6367. Doppelbrechung 
etwas hoher als die der Muskovitschliffe senkrecht zur Basis. 


CALCIUMOXALAT. 


Die bis jetzt bekannt gewordenen Calciumoxalate sind unter 
zwei verschiedenen Symmetrieklassev, je nach den verschiedenen 
Hydrationszustiinden, erwabnt. In der “Chemischen Krystallo- 
graphie ” von Groth, IIT. Teil, 1919, zam Beispiel, sind das Mono- 
und Trihydrat respektive als monoklin und tetragonal behandelt. 

Ich habe die Krystalle aus der Mischung von Chlorealcium 
und Ammoniumoxalat hergestellt. Da die erhaltenen Individuen 
sehr winzig sind und das ganze Quantum nicht zur Analyse 
hinreicht, so ist nocht nicht entschieden, ob der Hydrationszustand 
bei meinen Krystillchen dem Mono- oder Trihydrat entspricht. 

Die hergestellten mikroskopischen Krystallchen, ca 10 y in 
der Querrichtung und 30 » in der Lange, sind bei meinen Fallen 
auch zweierlei Art, niimlich monoklin und tetragonal. 


I. Monokline Krystdllchen. 


Habitus prismatisch. 

Es scheint wahrscheinlich, dass die folgenden schon bei natur- 
lichem’ Whewellit in Danas ‘System of Mineralogy” (sechste 
Anflage), 1892, erwiihnten Flichen auch in unseren  Krystallchen 
yorkommen: /(010), e(001), (110), e(101), «(011), s(132). Textfig. 
1 ist eine ideale Zusammenstellung dieser Flichen, nach der gewohn- 
lichen Krystallentwicklung. Ausserdem ist das Vorderpinakoid 
« (100) yorhanden. Gemessen wurden nur die folgenden Winkel : 


ies Te Ai! a:e — 45° 40’ 
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Fig. 2 ist. der Umriss winziger Krystillchen in Vorderansicht, 
3 in Seitenansicht. 


3 4 5 6 ve 3 oi 


Die Individuen sind oft zu zweien parallel 
verwachsen (Fig. 4). Zwillinge haufig : 

(a) Durchkreuzungszwillinge nach @ dreierlei 
Art ; erstens x-formig mit eiuspringenden Winkeln 
an vier Stellen (Fig. 5 und Tafel II, Figg. 1, 2); 
zweitens nut mit einem an jedem Ende (Fig. 
6 und Tafel [, Fig. 3); drittens ohne einspringenden Winkel 
(Fig. 7). (b) Berthrungszwilling mit Zwillingsflache' a@ und 
Zusammensetzunesfliche 6b (Fig. 8). (ce) Durchkreuzungszwilling 
nach einer Pyramide (Fig. 9). 

Keine Spaltbarkeit. Fettglanz. Farbe lichtgriulich. Aus- 
loschungsrichtung macht 15° mit der krystallographischen Hauptaxe 
c, in dem spitzen Winkel ;. 


IT. Tetragonale Krystcillchen. 

Meine Berechnung mit (111): (110) = 148°0' gab das Axen- 
verhaltnis @:c¢ = 1:1,13162, welches merklich von dem von 
Schmidt berechneten 1: 1,16416 abweicht. 

Habitus meistens pyramidal, seltener sadulig. Vorwiegende 
Flichen : p (i111), m (110). Sehr seltene Flichen sind schétzungs- 
weise a (100), 4 (012), & (201) und 7 (403). (Textfige. 1, 2, 3 und 
Tafel IT, Fig. 4). 

Ausser den einfachen Individuen kommt der Penetrationszwil- 
ling nach (101) sehr hiiufig vor (Textfie. 4). 

Fettglanz. Farbe lichteriulich. 

Charakter der Doppelbrechung ist mit Gypsblittchen als 
positiv bestimmt. Doppelbrechung stark. 
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BEITRAGE ZUR GLYKOLYTISCHEN 
WIRKUNG DES BLUTES. 


Il. Mitteilung. Versuch bei den Warmbliitern mit 
dem, Phosphatgemisch. 


Von 
KANSHI FUKUSHIMA. 


(Aus der Il. med. Klinile, Medizinische Akademie zu Osaka. 
Direktor : Prof. Dr. K. Kosawa) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923) 
HISTORISCHES UND METHODISCHES. 


Durch die Arbeiten von Cl, Bernard (1878), Lepine (1892), 
N. Sieber (1903, 1905), Kraus (1892) und Pavy (1892, 1902) 
ist e3 klar, dass das Blut der Lebewesen ein glykolytisches Ferment 
enthalt. Mehrere Autoren, wie Wroblewski (1899), Iwanoff 
(1907), Buchner (1910), Harden und Young (1906), hatten 
beschrieben, dass das Phosphat mit dem Abbau des Zuckers in 
innigem Zusammenhang stehe. Buchner und Antoni (1905) 
zeigten, dass die organischen und anorganischen Phosphatverbin- 
dungen bei der alkoholischen Garung des Zuckers eine be- 
schleunigende Wirkung ausuben. Nach Harden u. Young (1911) 
und Iwanoff (1907) sollte bei Gegenwart von Phosphaten ein 
Hexosediphosphorsiureester oder ein ‘Triosemonophosphorsaureester 
bei der alkoholischen Garung erhalten werden, und zwar ist der 
erstere von Young (1909) umd Lebedew (1911) isoliert worden. 
Nach Euler (1911) und Lebedew (1912) ist es verdichtig, dass 
beim Abbau des Zuckers entweder neben dem 'Triosemonophosphat 
noch das Hexosediphosphat entstehen oder die vorige Verbindung 
in dio letztere tibergehen sollte. W. Lob (1915) zeigte, dass das | 
Phosphat eine beschleunigende Wirkung auf die Spaltung des 
Yuckers bei der oxydativen Glykolyse hat, und die Wirkung 
mit der absoluten Menge der zugesetzten Phosphate sich verstirkt, 
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wenn die Wasserstoftioncukonzentration konstant ist. Nach Rone 
u. Wilenko (1914) wd Lob (1911) ist es Klar, dass die glykoly- 
tische Wirkung des Blutes im Medium mit der Wasserstoftionen- 
konzentration, die der Blutalkaleszenz nahe kommt, am stiirksten sich 
auszeigt. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fur die gly- 
kolytische Wirkung des Blutes ist PH=7,4 bis 7,5 nach Lob 
(1915) und Po=7,623 nach Rona und Michaelis (1911). 

So habe ich als Mediuin das Phosphatgemisch benutzt, zu 
studieren, in welcher Weise die glykolytische Wirkung des Blutes 
bei den Warmblutern in der optimalen H-Ionzentration statt- 
findet. Das durch Herzpunktion des Kaninchens bekommene Blut 
wurde defibriniert und eine bestimmte Menge desselben brachte 
mau ins isotonische Phosphateemisch nach Michaelis und Rona 
(1905), das PH=7,623 zeigte, setzte noch eine bestimmte Menge 
von isotonischer Zuckerlosung zu und liess diese Mischung im Wasser- 
thermostat (38,0°C.) stehen. Nach Verlauf bestimmter Zeit pipet- 
tiert man eine bestimmte Menge dieser Mischung aus und setazt 
10 ccm gesittigter Pikrinsiurelésung zu. Nach H. J. John (1922) 
soll diese Losung die glykolytische Wirkung des Blutes sofort auf- 
heben und den Zucker im Blute nicht spalten. Man schiitzt die 
_glykolytische Wirkung des Blutes durch die wbrig bleibende Trau- 
benzuckermenge, die man nach Bertrandscher Methode kennen 
lernen kann, wie ich in Mitteilune I. beschrieben habe. 

Alle Versuche wurden unter strenger Aseptik durchgefthtt, 
sodass man am Anfang und Ende der Versuche keine Entwickelung 
von Bakterien durch Kulturen konstatierte. 


Diz VERSUCHE. 
Experiment I. 

Zur Untersuchung der glykolytischen Wirkung ist es wichtig, 
dass das Ferment im beliebigen Zeitraum sofort getitet wird ohne 
den Traubenzucker zu schiidigen.. Zu diesem Zwecke habe ich zuerst 
den folgenden Versuch ausgefiihrt. 

Kiner Reihe von 10,0 ccm .gesiittigter Pikrinséurelésungen 
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setzt man je 5,0 com der Mischung (Blut, Zucker und Phosphat- 
gemisch) zu, und nach bestimmtem Zeitlaufe bestimmt man die 
reduzierte [Kupfermenge. 


TABELLE I. 
Zeit des Aufenthaltes Di ae 
(Stunden) y 20 27 48 
Zeit des Interyalles ; 
(Stunden) : a) a a 
Reduzierte Kupfermenge 596 5 26 5.96 5.07 
(mg) od ’ , 
TABELLE II. 
Zeit des Aufenthaltes (Minuten) ) 1160 4040 
Zeit des Intervalles (Minuten) 0 1160 2880 
Reduzierte Kupfermenge (mg) 4,88 4,89 4,88 


Wie man aus den Tabellen sehen kann, bleiben die reduzierten 
Kupfermengen in allen Zeiten gleich, und kann man sagen, dass 
die Pikrinsiurelosung die glykolytischo Wirkung des Blutes sofort 
aufhebt und den Zucker ungeschiidigt lisst. 


Dann habe ich den glykorytischen Vorgang des defibrinierten 
Blutes des’ Warmbliters im Phosphatgemisch der optimalen H- 


Experiment LI. 


Konzentration lingere Zeit hindurch beobachtet. 
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TABELLE I. 


Defibriniertes Blut 50,0 ccm, isotonische Traubenzuckerlésung 5,0 ecm +isotoni- 
sches Phosphatgemisch 95,0 com. Die Menge des reduzierten Kupfers in 10,0 com 
der Mischung bestimmt man nach Bertrand. 


Zeit des Aufent- | 
haltes im Ther- 0 1,5 | 3,0 | 5,0] 7,0 | 8,5 | 24,0 |48,0 | 72,0 | 96,0 [129,90 
mostat (Stunden) 


Zeit des Interval- 0 


les (Stunden) 15/15); 20) 20] 1,5 |15,5 | 24,0 |24,0 | 24,0 | 24,0 


Reduzierte Kup- 


On 7Q! wl Or Slineeeaie ee 9) ¢ | Oc 07 ee! < Qio7 < 
fermenge (mg) 25,78) 25,27) 25,15) 25,03 24,91) 24,83] 24,13) 22.86 21,86, 21,59) 21,21 


Verminderuns 7 E a — 
der reduzierten : ees: J ; 
Kupfermenge — 0.51! 0,63 air 0,87; 0,95) 1,65! 2,92 3,92} 4.19: 4,57 
(mg) tet mee a (ee 
Differenz (mg) 1.65 1,27) 1,00] 0.27] 0.38 


TABELLE I1. 


Defibriniertes Blut 85,9 ccm-+isotonische Traubenzuckerlésung 5,0 ecm + 
isotonisches Phosphatgemisch 60,0 cem. Die Menge des reduzierten Kupfers 10,0 
ecm der Mischung bestimmt man nach Bertrand. 


| 


Zeit des Aufenthaltes im eh wien | 
Thermostat (Sturden) 9 | 0:25 aa 3,0 | 10,0 | 24,0 | 48,0 | 72,0 


Zeit des Interyalies x ae eel oS 
(Stunden) | O | 0,25) 0,25, 0,25) 7,0 14,0 | 24,0 | 24,0 


Reduzierte Kupfermenge 


¢ 9 2 4 oy ¢ K ao 20, i 
(mg) 27,11, 26,94' 26.81! 24,17) 21,72) 21,38) 21,27 45 
Verminderung der redu- | y ‘ 
zierten Kupfermenge —| 0,17) 0,30; 2,94' 5,39) 5,73} 5,84) 6,66 
(mg) 
Differenz (mg) Rs} 0,07; 0,82 


ee eee 


Glykolytische Wirkung des Blutes II. 


TABELLE IL 
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‘Defibriniertes Blut 20,0 ccm + isotonische Traubenzuckerlisung 2,0 ccm + 
isotonisches Phosphatgemisch 40,0 com. Die Menge des reduzierten Kupfers in 
5,0 ccm der Mischung bestimmt man nach Bertrand, 


Zeit des Aufenthaltes im Therm- 7 
ostat (Stunden) 0 0,5 15 4,5 | 24,0 | 48,0 | 72,0 
Zeit des Intervalles (Stunden) 0 0,5 1,0 3,0 | 19,5 | 24,0 | 24,0 
| 

Reduzierte Kupfermenge (mg) 13,32] 18,25] 13,21) :12,23) 12,19) 11,79] 11,44 
Verminderyng der reduzierten 

Kupfermeiige (mg) — 0.07; 0,11) 1,09) 1,13 1,53) 1,88 
Differenz (mg) 1,13 0,40, 0,35 


TABELLE IY. 


Defibriniertes Blut 20,0 com + isotonische Traubenzuckerlisung 2,0 ccm + isoto- 
nisches Phosphatgemisch 85,0 ccm. Die Menge des reduzierten Kupfers in 5,0 
cem der Mischung bestimmt man nach Bertrand. 


Zeit des Aufenthal- 


tes im Thermostat 0 0,25) 3,0 | 5,0 | 8,75) 23,5 | 29,5 | 48,0 | 95,5 |174,0 
(Stunden) 
Zeit des Intervalles | 9 | 095! 275] 2,0 | 3,75/14,75| 6,0 |18,5 |47,5 | 78,5 
(Stunden) 
Reduzierte Kupfer- 7,23 7,01 6,82 6,78 6 69 6,21 6,18 5,93 5,83! 5,42 
menge (mg) | 
Verminderung der | 
reduzierten Kupfer- —| 0,22) 0,41) 0,45) 0,54, 1.02 1,05) 1,80, 1,40) 1,81 
menge (mg) 

0,28 | 0,10, 0,41° 


Differenz (mg) 


1,02 
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TABELLE V. 


Defibriniertes Blut 15,0 ecm-+isotonische Traubenzuckerlisung 2,0 ccm -+isoto- 
nisches Phosphatgemisch 68,0 ccm. Die Menge des reduzierten Kupfers in 5,0 
com der Mischung bestimmt man nach Bertrand. 


Zeit des Aufenthal- : | 
tes im Thermostat | 0 1,5 | 3,0 | 4,5 | 6,0 | 22,0)50,0 |75,0 | 98,0 |122,0 
(Stunden) 


Zeit dea Intervalles:| 6 | 45 | 15] 2b |) e110) 48,0 oe oumas Oaed 
(Stunden) 


Reduzierte Kupfer- | 709 7109 6,91| 6,85! 6,77) 6,69| 6,67 6,66) 6,63, 6,47 
menge (mg) | | | | 


Verminderung der | | 
reduzierten Kupfer- —j| 0,19] 0,38 0,44| 0,52 0,60 0,62, 0,63; 0,66) 0,82 
menge (mg) 


Differenz (mg) 0,60 0,02) 0,01) 0,03; 0,16 


Die reduzierte Kupfermenge vermindert sich innerhalb 1,5 
bis 8 Stunden deutlich, sie vermindert sich nach dieser Zeit noch 
ziemlich, und selbst nach 48 Stunden noch allmahlich. Diese 
Resultate’ zeigen, dass die glykolytische Wirkung des gesamten 
Blutes bei den Warmbliitern innerhalb 3 Stunden am stirksten ist 
und nach dieser Zeit allmahlich sich abschwiacht, aber sich doch 
noch uber 96 Stunden sich stattfnden kann, wenn eine massige 
Menge des Phosphates darin vorhanden ist. 


ScHLUSS. 


~) Die Pikrinsiurelosung hebt die glykolytische Wirkung des 
Blutes sofort auf und erhalt den Zucker ungeschidigt. 

2) Die glykolytische Wirkung des gesamten Blutes bei den 
Warmblitern ist innerhalb 3 Stunden am starksten und schwacht 
sich nach dieser Zeit allmihlich ab; doch ist sie selbst nach mehr 
als 96 Stunden noch nachweisbar, wenn eine miissige Menge des 
Phosphates im Medium vorhanden ist. 
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BEITRAGE ZUR GLYKOLYTISCHEN 
WIRKUNG DES BLUTES. 


TI. Mitteilung. Versuch mit dem Zitratgemisch 
bei den Kaltbliitern. 


Von 


KANSHI FUKUSHIMA. 


(Aus der Il. med. Klinik, Medizinische Akademie zu Osaka, 
_Direktor: Prof. Dr. S. Kosawa,) 


(Eingegangen am 6, Februar 1923) 


HoppeSeyler fand, dass die salzsauren Extrakte aus dem 
Magen von Kaltbliitern bei 20°.C. und die von Warmbliitern bei 
40°C maximale Fermentwirkungen entfalten, nnd nimmt an, dass die 
Fermente der Warm- und Kaltbliiter chemisch verschieden sind. 
Tammann, Kruger und Herzog haben gezcigt, dass die Fer- 
mentkonzentration bei den Kaltbliitern schwacher als bei den 
Warmbhitern ist, weshalb die optimale Temperatur der Fermente 
bei den Kaltblitern niedriger als bei den Warmblutern sein muss. 
Nach Lépine wirkt das glykolytische Ferment des Pankreas des 
Hundes bei 45° am besten und wird bei 58° vernichtet. Uber 
das der Kaltbliter hat er nichts gesagt. Das Temperaturoptimum 
des glykolytischen Fermentes bei den Kaltbliitern und das Verhdltnis 
der Optimaltemperatur zur Fermentkontration kennen zu lernen, — 
habe ich beim Krotenblute die folgenden Experimente ausgefuhrt. 


METHODISCHES. 


Yur Gewinnung des Blutes punktierte man das Herz der 
Kréte und defibrinierte das Blut sofort.  Entweder bringt man 
eine verschiedene Menge Blut. mit bestimmter Menge von Zitrat- 
gemisch yon optimaler Wasserstoffionenkonzentration (PH=7,623 
nach Michaelis und Rona) und mit isotonischer Zuckerlosung 
von bestimmter Menge zusammen, oder man bringt eine verschie- 
dene Menge des Zitratgemisches mit einer bestimmten Menge 
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des Blutes und einer ‘bestimmten Menge der isotonischen Zucker- 
losung zusammen, so kann man die beabsichtigte Konzentration der 
Ferment- und Zuckerlosung bekommen. Man bringt diese Mischung 
ins Dewarsche Gefadss und lasst sie dann im Thermostate von 
entsprechender Temperatur stehen. Die glykolytische Wirkung des 
Blutes schitzt man durch die Menge des Traubenzuckers im be- 
stimmten Zeitraum (3, 6,24 und 48 Stunden) nach Gardner und 
Macleanscher Methode, die nichts anderes als die Bertrandsche 
Methode, aber bei Zuckerbestimmung yon geringen Mengen ver- 
wendbar ist. Alle Versuche wurden unter strenger Aseptik durch- 
eefthrt, so dass man am Anfang und Ende der Versuche keine 
Entwickelung von Bakterien durch aerobe und anaerobe Kulturen 


konstatierte. 
EXPERIMENT I. 


Zuerst habe ich die Optimal- und Totungstemperatur des 
glykolytischen Fermentes des Blutes bei den Kréten in der giins- 
tigen H-Konzentration beobachtet. 


\ zest des} 0 3 6 24 48 
\ Ver- oa 
\laufes}|  ¢. 3 gS o ©, 
\ (Stun-| P 5 g 8 8 
_ den) 5 : g A A 
\ & 2 & ae a 
cin Re = = = 
5 8 f 3 ; 5 s 
te \| 8 | 6 +g lee |) & | a [oe ee 
peratur\ a = a a a=} fa) oa a 
eo ae - me mg as mg my mg mg mg mg 
O° 26,44 | 25,91 0,53 | 25,91 0.53 | 26,44 0 26,44 0 
12 27,46 | 24.41 3,05 | 26,95 0,51 | 27,46 0 27,46 0 
15° 26,44 | 22,88 3,56 | 22,37 4,07 | 21,36 5,08 | 21,36 5,08 
18° 26,44 | 23,39 3,05 | 26,44 | 0 26,44 0 26,44 i) 
20° | 25,44 | 25.44 0 | 25,44 0) 25,44 0 25,44 0 
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Wiahrend die Abnahme der reduzierten Kupfermenge bei 15°C. 
am deutlichsten und am lingsten ist, kann man bei 25°C, keine 
Abnahme beobachten. Nach diesem Resultat kann man sagen, 
dass die Optimaltemperatur des glykolytischen Fermentes des 
Kvétenblutes 15°C. und seine Totungstemperatur 25°C. sind, also 
viel niedriger als bei den Warmblitern. Bei der Optimaltemperatur 
(16°C.) vermindert sich die reduzierte Kupfermenge innerhalb 3-6 
Stunden deutlich, nach dieser Zeit vermindert sie sich allmahlich 
wie bei den Warmbliitern, aber nach 24 Stunden zeigt sie weder 
Verminderung noch Vermehrung. Wahrend bei anderen hohern 
und niederen Temperaturen die reduzierte Kupfermenge innerhalb 
24 Stunden sich vermindert, vermehrt sie sich nach dieser Zeit 
allmihlich und schliesslich zeigt sie die gleiche Menge wie im 
Anfang des Versuches. Dieselbe Tatsache habe ich schon bei der 
glykolytischen Wirkung der Leukozyten beobachtet. 


EXPERIMENT IT. 
Demniachst habe ich untersucht, ob die Fermentwirkung in 
einem gewissem Verhiltnis zur Fermentkonzentration stattfindet. 


TABELLE [. Bei 5°C. 


Zeit des Ver- | 
laufes | 
(eranaee) ct 3 6 a | 48 
Unter- 
suchungs- 
fliissigkeit 
g g ) ro) o o 2 
gD 
g gsleeiesl ce | Z es ae 
wea ae ec a | Sa Seai8 {sai e (868i x 
aelot lo ieoa || FE b= = & =| SH = coms) oa 
meen meas | S51 Ss o9/Q oo | A 9] 4 
Aa aes as 8 Re} 3 a fas) [oa = fa oH & SH 
a4) 5 ra Gg |p St te io 5, ee ey = ey 
S |eslebiss| & EI 5 5 g 
NX] |€ hs aa 4 rd 
cem | com | com] % | mg | mg mg mg | mg | mg | mg mg | mg 
7,0 | 2,0 | 5,0 |50,0 | 26,44] 25,91] 0,53] 25,91) 0,53] 26,44 0 26,44] O 
6,0 | 2,0 /10,0 |83,3 | 20,34) 19,83] 0,51] 20,34 0 | 20,34 0 | 20,34] 0 
3,0 | 2,0 | 5,0 '30,0 | 32,54! 32,03) 0,51} 32,03) 0,51) 32,54 0 —_ _ 
ome See le el ee Ba ee ee 
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TABELLE Il. Bei 12°C. 


.  laufes 
“(Stunden 
‘ ) 0 3 6 24 48 
Unter- 
suchungs- 
flissigkeit | 
wo| 8 B g. % So & & 
8 ise Sae el a8) a8). [a8 sé aioe 
{ alee iS j j 4 j 
eslosloklss|Sk|2a| # | 28) 48 |28) & BE) 
DE/HSIPRIER| SS (5S) A |38| 6 | SS) A BS] A 
Sree ee /P BIA) (Rel |Ae : 
SFaE"| 2] 3 : - : 
com | cem|.com| 9% | mg | my | mg | me | mg | mg | mg | mg | mg 
7,0 | 2,0 | 5,0 [59,0 | 27,46| 23,41! 3,05| 26,95] 0,51] 27,46] 0 | 27,46] 0 
5,0 | 2,0 | 5,0 |41,6 | 29,49] 27,46] 2,03] 28,98) 0,51] 29,49 O | 29,49] O 
3,0 | 2,0 | 5,0 |30,0 | 33,05] 31,51) 1,54] 33,05 0 33,05 0 — — 
TABELLE III. Sei 15°C, 
a Zeit des Ver- 
— lanfes 
“. (Stunden) 
3 6 24 48 
Unter- NS 
suchungs- 
flissigkeit ~ 
Mealke| @| & & g g 
g is8i8silaeg| a| a a i a 
Saealee(se isa | we [Sal a (dale load » 
2e/s/setae| gk) sh) 8 |S8| 2 Pee| & [eb] # 
Base leoree | ss ies] A (Sei 4 | se) A 188) a 
oP igs fala | he | Ae eee alge “eS 
oa N|"R Cpe ae pee S : m = 
com | com} com} 9 | mg | mg | mg | mg | mg | mg | mg | mg | mg 
7,0 | 2,0 | 5,0 [50,0 | 26,44 | 22,88 3,56 | 22,37] 4,07] 21,36] 5,08| 21,36] 5,08 
4,0 | 2,0 | 5,0 |36,3 | 36,61 | 33,56 3,05 | 33,56] 3,05} 31,53] 5,08} 31,53] 5,C¢8 
2,0 | 2,0 |10,0 /14,3 | 33,39 | 32,87] 1,02| 31,87 1,52] 31,36) 2,03) — — 
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TABELLE IV. Bei 18°C. 


Zeit des Ver- 
laufes 

. (Stunden) 

Unter- 


suchungs- 
fliissigkeit 


48 


mn 
wl ola © o o © 
gigsigaigs| #|  ® ee e e 
gee altalgs| sa] a8 58 s8 si 
yes) &'E & 8 30 as aa a SH z 3k # a = 
Raleslesiig|"s [As ag} (aa)? | de 
Lie} =] i f=} Ss c=] g is] 
N["ai™| S| s i i i 
com |ccm|ccm| % | mg mg mg mg mg | mg | mg | mg | mg 


Seed ee ee ee ed 


7,0 | 2,0 | 5,0 | 50,0) 26,44] 23,39] 3,05} 26,44 O | 26,44) O 26,44); 0 


32,54 | 29,49) 3,05} 32,54 O | 32,54) 0 32,54) 0 


7,0 | 2,0 | 2,0 | 63,6 


TABELLE V. Bei 25°C. 


Se Zeit des Ver- 


laufes 
(Stunden) 
3 6 24 48 
Unter- 
suchungs- \ 
fliissigkeit 
wo) 3/8 oD i) ) © = 
8 SESS IS8| 2] 8 a ae 8 
Solo @ 0.4 [es Se eS No No Sg 
eSliosiogic=n| Bates | w sa) a sa) a] x 
eee ie9| se /85 | A | S214 (88) A ea] A 
SES (82 | 2/95 | SE a Bs z 
Asie") | 2 2 2 z 
com |ccm|cem| % | mg | my | mg | my | mg | mq | mg mg | mg 
3,0 | 2,0 /10,0. |20,0 | 22,387) 22,37) O |.22,37] O | 22,37 0 | 22,37) O 
7,0 | 2,0 | 5,0 Be 25,44| 25,44] 0 | 25,44] 0 | 25,44) O | 25,44] 0 
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TABELLE VI. Bei 36 C. 


Zeit des Ver- | 
laufes 
Stunden) | 
( i 6 3 6 24 48 
Unter- 
suchungs- 
fliissigkeit | 
| i | 
2 oe 
| Q 5 » a ry) o 
| eS ad 8 n 0 | Se on | op | Be 
oo Se eae = ECR SS y & we | sv 
we) Sloalzeisadiefda!| we issiei/le#a!aitisqa| 4 
ARISR Ss lag| se lok Sy cet ip SG) sie: Se. Ss 5 
eM lee Peg?) se / ss} A |8s| A |8s| A | ses] 4 
Aelssiseisa eS | ae,  E, ae | aS, 
ited Ss 5 rm = o Ss c i} 
Pt ekg | Ol a i | 4 | i 
| 3 | 
i} 
com | com|\ecm| % | mg mI mg | my | mq | mq | mq mg mg 
ie (teat) ms es | 
| | 
6,0 | 2,0 |10,0 |33,3 | 22,37) 22.37| O | 22.37 O | 2237) 0) 1) 22537) 0 
3,0 | 2,0 10,0 20,0 | 25,43 | 25,43 O | 25,43 O | 25,43) 0 | 25,43) 0 
| | | 


Die Resultate zeigen, dass je grosser die Fermentation, desto 
deutlicher wird die Verminderung der reduzierten Kupfermenge. 


SCHLUSS. 


1) Bei der Krote ist die Optimaltemperatur des glykolyti- 
schen lermentes des Biutes 15°C. und seine Totungstemperatur 25°C. 

2. Das glykolytische Ferment des Blutes bei der Krote 
witkt desto deutlicher, je grésser die Fermentkonzentration ist. 
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ON SOME NEW DERIVATIVES OF THE FUCOSE. 
By 
TETSUTARO TADOKORO anv. YUKIHIKO NAKAMURA. 
(From the Biochemical Laboratory, College of Agriculiure, Hokkaido Imperial 
University, Sapporo, Japan.) 


(Received for publication, February 25, 1923.) 


Though Fucose (C,H,,0,=C,H,O,CH;) has not been found free 
in nature, it is very widely distributed in the vegetable kingdom 
in the form of methylpentosan (i.e, fucosan). As to the distribu- 
tion of fucose, there is much literature existing, but this is not 
our object of investigation and here we mention its occurrence 
briefly as follows :—In many species of arabian-, cherry- (Widtsoe 
and Tollens, 1899), and traganth gum (Widtsoe and Tollens, 
1900); in many kinds of sea-weed; Fucus (Gunther and Tollens, 
1890; Bieler and Tollens, 1890; Tollens and Muither; 1903, 
Lasniewski, 1900; Mayer and Tollens, 1905; Takahashi, 
1916;) Kjellmaniella (Suzuki, 1904), Turbinaria (Tsukunaga, 
1916), Gloiopeltis (Takahashi, 1920), Pelvetia (Kondo, 1920), 
Porphyra (Oshima and Tollens, 1901); in many species of 
Laminaria (Oshima, 1902), in peat, (in the leaf of plane-, and 
lime-trees ; in the wood of pine and beech-trees ; in the wood gum, 
linseed, buckwheat, clay and sal2p-tuber (Widtsoe and Tollens, 
1899), also in the leaf of birch-, oak-, alder-, and maple-trees; in 
pear blossom and service berry (Sollied) ; in many species of yeast 
eun (Oshima, 1902); in may-lily (Votoceck), in the pectin of 
ramie-fibre ; in sugar beet and the seed of beet (Votoceck) ; also 
in Fastia (Ishikawa, 1918). 

According to the above reports, we saw that the fucosan content 
in sea weeds is greater than in other materials, so we intended to 
prepare fucose from the Pelvetia Wrightii Yendo. Among these 
many investigations concerning fucose, the reports which described 
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the chemical properties of fucose derivatives are very few. The 
reports state that rhamnose is the optical isomer of fucose, and this 
is the reason for our investigation of fucose derivatives. As far as 
is known to us, there are only seven reported derivatives of fucose, 
namely fucose-phenylhydrazone, diphenylhydrazone, p-brom-phenyl- 
methylphenylhydrazone, benzylphenylhydrazone, phenylosazone and 
hexonic acid. 

The investigation of derivatives of fucose is not only very 
interesting from the standpoint of organic chemistry, but is also a 
very important and desirable problem in bio-chemistry for the 
identification of true fucose. The authors, therefore attempted to 
obtain some derivatives of fucose prepared from Pelvetia Wrighti 
Yendo. Thus we were able to prepare four new derivatives of 
fucose; namely, fucose-tetra-acetate, methy]-fucoside, trifucosenitrate 
and aceton-fucoside. At first we prepared pure fucose from Pelvetia 
Wrightit Yendo and examined its purity by comparing its rotatory 
power, melting point, solubility, properties of phenylhydrazone 
and phenylosazone with those already reported by other authors. 


J. Isox~ation oF Fucose. 


1. Preparation or Materials. 


Pelvetia Wrightii Yendo, the material in the present investiga- 
tion, was collected on the sea shore of Muroran, the southern part 
of Hokkaido. The seaweeds collected were washed well with water 
to remove dust and other impurities, then dried in the open air 
and crushed to small pieces. 


2. Hydrolysis of Materials 


According to Asai’s report which was dedicated to the faculty 
of the Agriculture college,, Hokkaido Imperial University (1922), 
the following hydrolytic method is most convenient for separating 
methylpentose from pentose. At different temperatures with different 
concentration of acid, he observed that it was best to hydrolyze 
with 49% HSO, at 90°C for 12 hours, because the yield of 
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methylfurfurol was the richest, while the yield of syrup also 
excelled and the amount of furfurol was very little. 

Therefore, the materials, crushed to small pieces, were immersed 
_in 4% HCl over-night to remove impurities and washed with 
water till they became acid-free. The washed materials were then 
put into a flask with a reflux condenser, together with 5 times 
their volume of 4% H,SO, and the mixture was heated in a 
water bath at 90°C for 12 hours. At the end of that time, they 
were filtered, the sulphuric acid of the filtrate was neutralized with 
diminished pressure using a distillation flask. The gummy substance 
was precipitated Ca-carbonate and again filtered. The filtrate 
was evaporated in a porcelain basin to about 200 cc. adding a 
-few spoonfuls of precipitated Ca-carbonate. To the filtrate an 
equal volume of 90% alcohol was added slowly, to precipitate 
gummy substance, and allowed to stand over night. The 
precipitate was separated by filtration and the filtrate was con- 
centrated to about 150 ce. under.diminished pressure using a dis- 
tillation flask. The gummy substance was precipitated again by 
adding to the filtrate three times its volume of 959% alcohol, 
and allowed to stand over night. The precipitate was separated 
by filtration and the filtrate was concentrated to about 100 ce. 
as described before under diminished pressure. The gummy 
substance was precipitated by adding to the filtrate three ‘times its 
volume of absolute alcohol and allowed to stand over night. Then 
the filtrate was evaporated to a heavy syrup under diminished 
pressure. 


3. Isolation of Fucose. 


The fucose was isolated from fucose-phenylhydrazon according 
to the method -of Tollens and Widtsoe (1900). 

6.5 gm. of fucose-phenylhydrazon, 16 gm. of 959% alcohol, 
6.5 gm. of water and 7 gm. of benzaldehyde were mixed, ater 
shaking well the mixture was boiled for an hour in a flask provided 
with a reflux condenser on a water bath. Thus fucose-phenylhy- 
drazone was decomposed and after cooling colourless crystals (of 
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benzaldehyde-phenylhydrazone*) were formed which were separated 
by suction from the original fluid. 

The filtrate was shaken several times with ether to remove 
the impurities and was decolourized as completely as possible with 
pure animal charcoal and evaporated at low temperature to a 
moderate syrup, the taste of which was very sweet. We obtained 
rhombic tabular or aggregated radial colourless crystals of fucose 


(gee!) 
II. IpENTIFICATION OF FUCOSE. 


a) The rotatory power of fucose was examined as follows :— 

0.1174 em. of fucose was dissolved in 10 cc. of water and the 
specific rotatory power was determined after 10 mins. by Schmidt 
and Hansch half shadow polariscope, using 10 cin. tube. 


_ -4.1x 0.346 x 10 
[e]p>= ; 
O1LTAKL 


After 11 hours it was observed that the specific rotatory power 
attained constant value with the following result :— 


~2.5 x 0.346 x 10 
0.1174 x1 
(The multirotation is the characteristic of fucose.) 


The rotatory power obtained by us will be compared with those 
of the following authors :— 


= -120.83° 


=-73.68° 


le ]>= 


i} 


3B = = 
“ o fr, ME Fe) ' S) n oS 
a > ote | 6a lags | 2 ea eer lea sete 

vo = (eb wd vo - Go 
or SoS] 2-e& | 228 |saR] a8 | eS | es 
aie fap Ke lame mow err oy S Lea nd <a (o) <= 
2 & in A tes tl eed 3 
= (eo) E Sailer a 
~124,10° ~75.6° | -75-77° |-72.8-74.5°| --75.2° | -75.7° | -73.87° | -74.39°| —75.48° 


b) The solubility of fucose was as follows, where + indicates 
soluble, + -+ more soluble, +++ the most soluble, —insoluble. 


*It should be observed that benzaldehyde-phenylhydrazone melts at 157- 
158°C, is hardly soluble in water and alcohol, and by drying more, the red colonr 
increases. 
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| ; Methyl | Absolute hc 
ae ge Wate aleohol. | alcohol, |*°etone-| Ether. | Alcohol. 
| Cold. ++ _ _ -- | _ —_ 
Solubility. 
|» Hot. |. 4 des ee ae 4: | = i 


c) The melting point of fucose was 145°C. 
d) Fucose-phenylhydrazone. 

20 gm. of syrup obtained by hydrolysis of sea weeds were 
mixed thoroughly with 8 gm. of phenylhydrazin and 15 ce. of 
water. After 10 minutes, the mixture changed into a bard mass 
of fucose-phenylhydrazone. The mass was washed with a mixture 
of ether and 809% alcohol (8:1) filtered as quickly as possible by 
suction and washed again with the mixture of ether and alcohol to 
remove excess of phenylhydrazin and other impurities. The fucose- 
phenylhydrazon was recrystallized from 959% alcohol and dried over 
sulphuric acid in a desiccator for 10 days. 

The crystals were observed to be fine colourless aeedles or 

igs or rhombic crystals under a microscope. 

The melting point of the crystals is 170-171°C. According to 
A. Gunther and B. Tollens (1890), the melting point of fucose- 
phenylhydrazone is 170-172°C. The other results of many authors 
will be shown in the following table. 


I 
i 
| 
| 


= = = 2 = 

cs) 3 an ca | 
eae ce hee meena Gove ena ee aren ae ewe ese 
° D> ood a5 H » of ro] Je} a (Jo) al = 
eee wie ele oe oo et ies 
oe eo rice Aer 4 em o 
Mow we TJ ° SS) Sov 3 Ww od w y eo 
ee oH HH ao D i: 

foes [as | 


M.P. |168-170°C | 171-178°C | 177-178°C | 170°C | 170-172°C 172-173°C | 172°C 


e) Fucose-phenylosazon 

0.5 gm. of fucose-phenylhydrazon, 1 gin. of phenylhydrazine 
hydrochloride, 2 gm. of Na-acetate and 20 ec. of water were mixed 
and boiled for an hour on a water bath in a flask provided with a 
reflux condenser. After cooling, there appeared abundant yellow 


466 T, Tadokoro and Y. Nakamura: 


crystals of fucose-phenylosazon. The fucose-phenylosazon was 
recrystallized from 959% alcohol and dried over sulphuric acid in 
a desiccator for a week. 

The melting point of fucose-phenylosazon was 159-160°C. The 
melting point of the compound according to other authors will be 
seen in the following table. 


TPollens. | Votceck. | Ginther & Tollens.| Tsukunaga. 
(1904) (1904) (1890) (1916) 
MP. 177-178°C 178°C 159°C | 160-161°C 


III. New DErivaTivEs oF FUcosE. 
1. Fucose-tetra-acetate CH,C,H,(C,H,0),O, 


B. Rayman (1888) had derived a mixture of rhamnose mono,- 
di-, tri and tetra-acetate by acetylation, therefore the following 
experiment was carried out. 

3 gm. of fucose, 1.5 gm. of water-freed Na-acetate and 12 gm. 
of acetic acid anhydride were mixed in a flask with a reflux 
condenser, the mixture was heated in a boiling water bath until 
the solid matter, had disappeared, and was then heated very gently 
for half an hour more. After cooling, water and solid sodium 
hydroxide were added till the mixture was saturated, constantly 
shaking the deposited substance. Then it was allowed to stand for 
a night and the precipitate was washed very well with water and 
filtered. The precipitate thus obtained was a brownish amorphous 
mass. It was dissolved in 95% alcohol, the alcohol was evaporated 
and the mass was then dried in a sulphuric acid desiccator under 
diminished pressure. 

The brown compound had the following elementary composi-| 
tion and we decided that it was fucose-tetra-acetate. 


0.1059 gm. of sample gave 0.1956 gm. CO, and 0.0596 gm. H, 0. 
CH,C,H,(C,H,0),0, C a 

Cal. 50.58 6.07 

Found 50.37 6.31 
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The presence of the acetic acid group was evidenced by an 
addition of silver nitrate solution to the alcoholic solution following 
white precipitate. 

The solubility of fucose-tetra-acetate was examined as shown 
in the following table. 

Water Alcohol Methylalecohol Ether Ethylacetate Acetone 
Solubility — +4 ++ + a +++ 

0.134 gm. of fucose-tetra-acetate was dissolved in 20 ce. alcohol 
and its specific rotatory power was determined by means of a 
Schmidt and Hansch half shadow polariscope, using 10 cm. tube. 


rane —0.9 X 0.346 x 20 _ _46.50° 
0.134 x 1 
After 12 hours it, was examined again, but no change was observed. 
The melting point of fucose-tetra-acetate was determined to be 


40°C. The taste of this compound was very bitter. 
2. Tri-fucose nitrate (C,5H,,0,)3 NO (?) 


1 gm. of dried fucose was dissolved in 10 ce. of nitric acid 
(sp. grav. 1,42) at O°C, and 20 ec. of sulphuric acid (sp. gray. 
1.84) were added drop by drop to the solution. “In the course of 
this operation, the mixture was cooled to O°C by an ice bath. 
An equal volume of cold water to the mixture was then 
added, and after a while a yellowish white, cloudy precipitate 
appeared. It was left over-night in an ice box, and the sedimented 
precipitates were filtered and washed very well till the acid reaction 
had disappeared. The precipitates were then recrystallized from 
95 0 alcohol. Its crystal form is as shown in fig. 2 and belonged 
to the rhombic system. 
The elementary analysis of those crystals led us to assume 
the above mentioned molecular formula. 
0.1008 gm. of crystals gave 0.1399 gm. CO, and 0.0641 gm. H,0. 
0.1118 gm. of crystals gave 0.0029 gm. N. 
(C,H, ,0,),NO C H N 
Cal. 41.62 6.36 2.69 
Found 37.85 6.64 2.62 
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The solubility of the crystals was examined as follows :— 
Water Alcohol Methylaleohol Ether Ethylacetate Ligroin Aceton 
Solubility — ++ ++ = oe ++ _ + 
0.131 gm. of the crystal were dissolved in 10 ec. of methyl- 
alcohol and the specific rotatory power was determined after 5 
minutes by a Hansch and Schmidt half shadow polariscope, 


using 10 em. tube. 


Fae —~94x 0.346 x 10 — _ 63,319 


0.131 x1 
After 18 honrs, there was no change in the specific rotatory power. 
The melting of these crystals began at 48°C and at about 98°C it 
decomposed distinctly. It reduced Fehling’s solution. 


3. DMethyl-fucoside C,H,,0;,CH; 


According to Emil Fischer’s method (1895) for methyl- 
rhamnoside, we derived methyl-fucoside with the following results. 

To 1 gm. of moisture free fucose were added 5 ce. of methyl- 
alcohol which contained 0.25% hydrochloric acid; then the 
mixture was heated in a boiling water bath for 40 hours provided 
with a reflux condeuser. At the end of this time, the 
solution was cooled and the hydrochloric acid was precipitated 
with silver carbonate. The filtrate, decolourized with animal 
charcoal, was evaporated to a syrup at a low temperature. It 
was dissolved in 5 times its volume of ethyl acetate, and, after a 
long time, methyl fucoside crystallized out in great long white 
prisms (fig. 3). 

0.0801 gm. of crystal gave 0.1373 gm. CO, and 0.0543 gm. H,0. 


OH, ,O,CH, C H 
Cal. 47.2 79 
Found 46.86 7.58 


The solubility of the crystal was :— 


Water Alcohol Methylalcohol Ether Ethylacetate Acetone 
Solubility + + ce + ae fe 


0.0454 gm. of erystal was dissolved in 10 ce. of alcohol and its 
specific rotatory power was determined immediately by means of a 
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Hansch and Schmidt half shadow polariscope, using 10 am. 
tube. 
~ 1.6 x 0.346x10 _ 


ine a aga? 
lao 0.0454 x 1 


After 13, 5 and 12 hours, the specific rotatory power was 
examined, but no change was observed. 

The melting point of the crystal was determined to be 
88-891°C. It tasted very bitter. 


4. Acetone-fucoside. 


According to E. Fischer’s method of preparation of acetone 
rhamnoside (1895), we derived acetone fucoside from the fucose. 

To 1 gm. of powdered and water freed fucose were added 
20 cc. acetone, which contained 0.2% HCl. At room tempera- 
ture, the mixture was shaken very vigorously for 15 minutes, then 
it was left quiet for 1 hour. The hydrochloric acid was pre- 
cipitated by addition of silver carbonate to the solution, and the 
solution was decolourized with refined animal charcoal. © The filtrate 
was evaporated at low temperature to a syrup and the syrup was 
dissolved in 10 times its volume of ether, when the acetone fucoside 
went into solution. The solution’ was again evaporated, and to 
syrup formed 5 times its volume of ether was added which 
dissolved the compound, Then an equal volume of petroleum 
ether was addéd to precipitate the acetone fucoside, which was then 
crystallized in a cold desiccator under diminished pressure. The 
crystals were colourless needles which aggregated to a broom shape 
as is shown in fig 4. 


0.1088 gm. of compound gave 0.2111 gm. CO, and 0.0784 gm. H,0. 


C,H,,0 Cc H 
Ge ere fi 53.0 7.8 
Found 52.92 8.00 


The solubility of tLe crystals was examined with the following 


results. 
Water Alcohol Methylalechol Ether Ethylacetate Acetone Ligroin 


Solubility ae fiociie se ie A le Soe 
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Of 0.5 gm. of the compound dissolved in 10 ce, alcohol, the 
specific rotatory power was measured immediately by means of a 
Hinsch and Schmidt half shadow polariscope, using 10 cm. 
tube. 

rae 0.9 x 0.346 x10 _ _ 62.28° 
0.05 x 1 

The taste of acetone fucoside was very bitter. The melting 

point of the crystals was determined to be 57°C. 


IV. Summary. 


1. For the preparation of syrup of methylpentose from Pelvetia 
Wrightit Yendo the material was hydrolyzed with 4% H.SO, at 
90°C for 12 hours; in this way we obtained the richest syrup of 
methylpentose. 

2. Our fucose thus obtained was quite in agreement with 
those of other authors as to melting point, rotatory power, phenyl- 
osazone. 

3. The derivatives which have been obtained for the first 
time from fucose by us are as follows. 


ip ‘ mit 
{ Fucose-tetra- 


fer eee Methyl- Aceton- 
acetate. nitrate. fucoside. fucoside. 
Melting point. 40° 48-98? 88-89° 57° 
Specific rotatory power. —46.50° ~63.31° —121.94° —62.28° 
Taste. bitter — bitter bitter 
Solubitity. 

_, Water. ~ — ate fe 
Aleohol. sb + + a ae a 
Methylalcohol. caer ve de Ae dic 
Ether. 4F + ae tacts 
Ethylace‘ate. i ae fe se 4b 
Acetone. ae te a aie of 

Se ee ee 


bes 
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ON THE DETERMINATION OF AMMONIA 
IN BLOOD. 
By 
MOTOYUEI HARA. 


(From the Pharmacological Institute, Tokyo Imperial University. Director: 
Prof. Dr. H. Hayashi.) 


(Received for publication, February 25, 1923) 
I. Inrropvction. 


According to my personal experience the methods of Folin 
(1902) or Folin and “Denis (1912) in determining ammonia 
present in blood always give a far larger value in comparison with 
that of Iversen (cited in Bang, 1920), as is shown in the table. 


TABLE I. 
Folin’s Folin-Denis’ Iversen’s 
method. method. method. 
NH,-N mg. mg. mg. 
Per 100 cc. of Blood. 3.0 2.7 0.3 


In the methods of Folin and Folin-Denis ammonia is 
driven off by means of aeration, while Iversen uses the filtrate free 
from proteins. It seemed to me quite probable that in the case 
of Folins method, protein may be decomposed, though small 
in quantity, by the action of sodium carbonate and that the 
method might be used after the previous removal of protein. To 
test this point the following experiments were undertaken. 


Tl. Tae Revrasiniry or Meruops oF Fonin, Fourn-DENIs, 
AND LVERSEN IN THE DETERMINATION OF AMMONIA IN 
irs Pure SaLtr SoLuTION. 


A comparative observation among methods by Folin, Folin- 
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Denis and Iversen was made on a solution of ammonium 
chloride, the content of which is determined by the Kjeldahl 
method beforehand. The concentration of about ten times as much 
ammonia as in normal blood was used. 


TABLE II. 


Determination of ammonia in solution by means of the method of Folin. 
50 ec. of the solution are taken for analysis. 


| 'N/20 H,SO, ce. 


Number 1 Normal H,SO,cc.| Determined value 
of eae caloulated per 3—N gm. per | Error. 

experiment, pe prerenet: 100 cc. of solution. | 100 cc. of solution.) 

calculated, 3.70 0.370 0.0052 — 
1 3.70 0.370 0.0052 0 
2 3.75 0.375 0.0053 (+) 1.92 % 
3 3.75 0.375 0.0053 +) 1.92 % 

Found | 4 8.75 0.375 0.0053 (+) 1.92 % 
5 Seto 0.375 0.0053 (+) 1.92 9% 
6 3.70 0370 0.0052 0 
7 3.70 0.370 0.0052 0 
8 3.70 0.370 0.0052 0 

TABLE III. 


Determination of ammonia in solution by means of the method of Folin- 
Denis 10 cc. of the solution are taken for analysis. 


ms —— 


N/50 H,SO ,ce. 


Normal solution of 


pies . used for H,SO, ce. calculated 
edocs, | Spun RA ee 
Calculated. 1.85 0.370 
1 1.85 0.370 
2 1.85 0.370 
3 1.85 0.370 
Found | 4 1,90 0.389 
5 1.90 0.389 
6 1.90 0.380 
it 1.85 0.370 
8 1.85 0.370 


Determined value 
(NH, —N gm. per 
100 ec. of solution.) 


0.0052 


0.0052 
0.0052 
0.0052 
0.0053 
0.0053 
0.0053 
0.0052 
0.0052 


| Error. 
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TABLE IY. 


Determination of ammonia in solution by means of the method of Iversen, 
1.2 ce. of the solution is taken for analysis. 


Namber |r yped for’ [HS0, oealeulateg| Determined value | 
experiment. eset sg of | per Pa ees BoLU- | 10 co. of estailod ae 
Calculated. 0.888 0.370 0.0052 as 

all 0.885 0.369 0.0052 0 

2 0.890 0.371 0.0052 0 

3 0.890 0.371 0.0052 0 
Found 4 0.900 0.375 0.0953 (+)1.92 % 

5 0.885 0.369 0.0052 0 

6 0.900 0.375 0.0053 (+) 1.92 9 

7 0.900 0.875 0.0053 (+) 1.92 9% 

8 0.895 0.373 0.0052 0 


Judging from these results each method gives a correct value 
of ammonia in a pure solution. 


Ul. Tse Erreor or Removat or Protein Upon tHe MEtTHop 
oF FOLIN AND FouINn-DENIs. 


The native protein was coagulated by the addition of 6 times 
of alcohol and by keeping the mixture for several hours. The 
mixture was then used for the determinations of ammonia by 
method of Folin and of Folin-Denis and their results were 
compared with that of original method and that of Iversen. 
The results are shown in the following tables. ‘The mixture contains 
equal parts of blood and solution containing 0.00512 gm. of 


NH,—N per 100 ce. of it. 


476 M. Hara: 


TABLE V. 


Determination of ammonia in the mixture by means of the Folin’s 
method. 50 cc. of mixture are taken for analysis. 


Series of Number N/ gore we NH, —N gm. per} NH,—gm. per 
of Sei is 100 cc. of 100 cc. of blood 
experiment.| experiment. Eran ar mixture. (calculated). 
i) 2.80 0.0039 0.0027 
Direct. 2 2.50 0.0035 0.0019 
3 2.80 0.0039 0.0027 
4 2.80 0.0039 0.0027 
1 2.00 0.0028 0.0005 
After pre- 2 2.00 0.0028 0.0005 
cipitation by 
alcohol 3 2.00 0.0028 0.0905 
4 2.00 0.0028 0.0905 
TABLE VI. 


Determination of ammbnia in the mixture by means of the Folin-Denis’ 
method. 10 ec. of mixture are taken for analysis. 


Series of Number » sei °°. | NH, —N gm. per NH,—N gm. per 
of Breet Sie, 109 cc. of 100 ce. of blood. 
experiment. | experiment. of ROIS mixture. (calculated) 
1 1.30 0.0036 0.0022 
Direct, 2 1.35 0.0038 0.0024 
3 1.25 0.0035 0.0019 
4 1.25 0.0935 0.0019 
i} 1.00 0.0028 0.0005 
After pre- 2 1.00 0.0028 0.0005 
cipitation b 
Pa 3 1.09 0.0028 0.0905 
alcohol. 
4 1.00 0.0028 0.0005 
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TABLE VII. 


Determination of ammonia in the mixture by means of the micromethod of 
Iversen. 2 cc. of the mixture are taken in 25 cc. volumetric flask and this is 
filled up to the mark with salt solution. 2 hrs. after this 15 cc. of filtrate 
(containing 1.2 cc. of mixture) applied for analysis. 


Number of MY se ie - ee NH,-N gm. per NH,-N gm. per 

’ neutralizing of 100 ce. of 100 ce. of blood 
experiment. araionta: mixture, (calculated). 

al 0.475 0.0028 0.0005 

2 0.489 0.0028 0.0005 

3 0.485 0.0028 0.0005 

4 0.475 0.0028 0.0005 

5 0.485 0.0028 0.0005 


The results of the. experiments show that the value of ammonia 
in blood determined by means of the Folin’s or Folin-Denis’ 
method is much larger than that of the micromethod of Iversen, 
while the value determined after coagulation of protein by alcohol 
by the same methods coincides exactly with that by Iversen. 

It is therefore quite natural to suppose, that the source of 
error of the Folin and Folin-Denis methods lies in the pre- 
sence of protein. The preservation of blood for several hours after 
the addition of alcohol in large quantity removes the difficulty of 
methods. 


IV. Summary. 


1) The results of the determination of blood-ammonia by 
means of the Folin or Folin-Denis method gives a markedly 


higher value. 
2) The error of the Folin and Folin-Denis methods is due 


to the splitting off of ammonia from protein, which can be prevented 
by keeping blood for several hours after the addition of alcohol in 


a large quantity. 
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In conclusion, I wish to acknowledge my gratitude to Professor 
Dr. H. Hayashi for his kind encouragement and earnest direction 
during the progress of this work. 
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UBER DIE OBERFLACHENAKTIVEN SUBST ANZEN 
IM PATHOLOGISCHEN HARNE. 


Von 
MASAJI TAKEDA 


(Aus der medizinisichen Klinik von Prof. Dr. J. Shimazono, Kaiserliche 
Universitit Kyoto) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1922) 


I. Exnverruna. 


Auf Grund der starken Oberflichenaktivitat der hydrophilen 
' Kolloide mass Schemensky (1920) mit seiner Methode den 
»Stalagmometrischen Quotienten‘ des normalen und des pathologi- 
schen Harns und fand eine Vermehrung der oberflichenaktiven 
Substanzen bei allen Urinen.ausser bei Urimie, Gelenkrheumatismus 
und Diabetes mellitus. Die Messung der Oberflichenspannung 
des Harns nahm er bei der bestimmten Dichte von 1.010 und der 
bestimmten H-Ionenkonzentration von 10~* vor. Bechhold und 
Reiner (1920) bemuhten sich vergebens, diese oberflaichenaktiven 
Substanzen im Harn zu isolieren. Sie dussern sich auf Grund 
eigener sorgfaltiger Untersuchungen folgendermassen: ,, Sie gehdren 
zur Gruppe der Kolloide oder Semikolloide, sie sind kochbestandig 
und nicht fluchtig und besitzen amphoteren oder schwach sauren 
Charakter und bestehen hauptsichlich aus Hiweisschlacken, wie 
Albumosen, Peptonen und Oxyproteinsauren.“ 

Sie bezeichneten diese Substanzen als Stalagmone. Klinische 
Untersuchungen in dieser Richtung gibt es nur wenige. Befasst 
damit haben sich Pribram und Higenberger, Sven Zandren 
(1921) und Schemensky (1922). 

Ich habe die Oberflichenspannung des pathologischen Urins 
von etwa 90 Fiillen nach Schemenskys Methode gemessen und 
gefunden, dass der Siiurequotient bei Typhus abdominalis, Leberer- 
krankungen, Magenkrebs, Nephritiden, Beri-beri, Phthisis pulm., 
Pleuritis etc. deutlich vermelirt ist. 
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Weiter habe ich versucht, die Natur derjenigen Substanzen 
im pathologischen Harne festzustellen, die die Herabsetzung der 
Oberflachenspannung bedingen. Bei meinen Versuchen bediente 
ich mich stets des filtrierten 24 stiindigen Sammelharns, der auf 
das konstante spezifische Gewicht von 1.010 oder auf das Volumen 
von 2000 gebracht worden war. Durch: Zusatz von N. HCl erhielt 
der Harn einen bestimmten <Acidititsgrad. Als Stalagmometer 
benutzte ich eins mit einer Tropfenzahl von 49 fiir Wasser bei 15°. 


TI. Enyruvuss per AcIpITAT DES Harns AUF DIE OBERFLA- 
CHENAKTIVEN SUBSTANZEN IM PATHOLOGISCHEN 
HARNE. 


Ich habe den Harn an verschiedenen Punkten der H-Ionen- 
konzentration zwischen 10-° und 10-‘ stalagmometriert. Bei 10~° 
verwendete ich Phenolphtalein. und bei 10-* Methylorange als 
Indikator. Tinige Versuche sind in Tahellenform wiedergegeben. 


TABELLE I. 


Tropfenzehi fiir Wagser= 49, 


Kinische Diagnose: Pleuritis exsudativa. 


Pu. 

Zugesetzte N.HCi od. ecm com com, cem 
0 Oe 0.22 0.29 

N. NaOH fiir 10 com Urin 


'Tropfenzahl 53.1 | 53.7 55.4 60.0 


Kinische Diagnose: Beri-Beri. 


Pu. 9 / 4 
Zugesetzte N.HCI od. ecm ccm ecm 
0.01 0 114 0.28 


N.NaOH fiir 10 ¢em Urin 


Tropfenzahl 53.1 53.6 54.0 57.1 
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Klinische Diognose: Carcinoma ventriculi. 


{ 


Pu. 9 4 
Zugesetzte N.HCI od. cem ccm com. com ecm. 
0 0.38 0.57 0.77 0.96 


N.NaOH fiir 10 ccm Urin 


Tropfenzahl 51.9 52.7 57.0 63.0 63.4 


Klinische Diagnose: Nephritis chronica (Eiw.-2 9/00) 


Pa. 9 | 4 


Zugesetzte N.HCI od. ccm ecm cem com. ccm ecm. 
0.18 0 0.24 0.35 0.47 0.58 


N.NaOH fiir 10cem Urin 


= —— |— que Ice |um _— 


Tropfenzehl 51.0 51.2 52.8 57.1 617 61.3 


Kinische Diagnose: Nephritis chron. (Eiweiss—1 2/99) 


Pu. 9 4 
izte N-HCI od. ecm ecm ecm ccm. ecm ccm 
cies ae 0.12 o | o18 | o26:| 037 | 0.55 


N.NaOH fiir 10ccm Urin 


SSS SS ey 


Tropfenzahi 50.1 | 506 | #60 | 590 | 599 | 603 


ee gee LE a a a et 


Wie aus der vorliegenden abelle hervorgeht, werden die oberfla- 
chenaktiven Substanzen des Harns yon der Aciditat derart 
beeinflusst, dass sich mit zunehmender Aciditét die Tropfenzahl 
vermehrt. Diese Zunahme geht aber der Aciditaét nicht immer 
parallel, indem in der Nihe von Pu 4 die Tropfenzahl plotzlich 
yunimmt. Der Eiweisshain verhalt sich etwas abweichend. 
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TTI. Das VERHALTNIS DER ScHUTZWIRKUNG DES HARNS ZU 
DEN OBERFLACHENAKTIVEN SUBSTANZEN. 


Lichtwitz und Rosenbach haben die Goldzahl des Urins 
bestimmt und ermittelt, dass die Schutzwirkung des Krebsharns 
sehr erhoht ist. 

Die Schutzwirkung findet ihre Erklirung darin, dass diejenigen 
Substanzen, deren Oberflichenspannung sehr unbedeutend ist, die 
Goldteilchen umhillen und sie dadurech verhindern, mit einander 
zu verkleben, wodurch die Suspensoide vor der Ausflockung durch 
Elektrolyte geschiitzt werden. So ist zu erwarten, dass die 
Schutzkraft des Harns mit der Oberflaichenspannung desselben bis 
zu einem gewissen Grade parallel gehen musse. Deshalb habe 
ich die Tropfenzahl des Harns mit der Schutzwirkung desselben 
gegen die Ausflockung einer Mastixsuspension durch NaCl vergli- 
chen. Die Herstellung der Mastixstamm- sowie der Versuchslosung 
erfolete in der von Jacobsonsthal und Kafka angegebenen 
Weise. 

Dureh den Vorversuch wird die minimale Kochsalzkonzentra- 
tion fur die Mastixversuchslosung festgestellt, wobei durch Bei- 
mischen einer gleichen Menge beider Losungen die bemerkbare 
Ausfaillang von Mastix zustande kommt. Damit stellte ich den 
Hauptversuch in einer Reihe vieler kleinen Reagenzelischen. wie 
folgt an: Im ersten Glischen wurden 2 ecm Kochsalzlosung, 
welche doppelt so stark konzentriert wie die durch den Vorver- 
such bestimmte IKchsalzlosung war, mit 2 cem Versuchsharn 
gleichmiissig gemischt und dann 2 ccm dieser Mischung von dem 
ersten in das zweite, welches 2 ccm der bestimmten Kochsalzlosung 
enthielt, gebracht, u.s.w. Darnach wurden 2 com Mastixlosung 
hinzugefugt. Nach moglichst gleichmassigem Schiitteln wurde 24 
Stunden spiiter der Flockungsgrad bei Zimmertemperatur abgeschiitzt. 
Um diesen noch genauer zu erkennen, verglich ich die Triibung 
des Filtrats nach der Filtration der ausgeflockten Flissigkeit. 


Triibung 
cE 


Ausflockung 


Tribune 


Ausfockung 
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Kontrolle @ 


Harn ohne Siiure o——O O 


Harn mit Siiure {Ly --A-- -D 


Diagnose: Gesund 
Tropfenzahl des Originalharns 
ohne Siiure =52.6 
mit Siure=59.4 


Diagnose: Gesund 


Tropfenzahl des Originalharns 
ohne Siiure = 49.6 
mit Siure =53.9 


2 4 SG | 3S 2UN eye 
— Verdiinnung 


Gesund Diagnose: Gesund 
Tropfenzahl des Originalharns 


ohne Siiure =57.8 
mit Siure=61.3 


Diagnose : 
Tropfenzahl des Originalharns 
ohne Siiure=55.0 
mit Siure=62.9 


rine eee 


—  Verdiinnung 
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Kontrolle 7) 


Harn ohne Siure o——-O——-O 


Harn mit Sdure B---A---Q 


Diagnose: Gesund Diagnose: Gesund 
Tropfenzahl] des Originalharns Tropfenzahi des Originalharns 
ohne Siure=54.7 ohne Sdiure =51.2 
mit Siure=62.2 mit Sdiure=59.9 


Au‘fiockang Tribung 


Wa 3h <8 Je. 32 bee ey 2 4 § 16 32 6G 128 


— Verdiinnung 


Diagnose: Gesund Viagnose: Gesund 
Tropfenzahl des Originalharns Tropfenzahl des Originalharns 
ohne Siiure=48.9 ohne Siure = 49.16 
mit Siure=49.1 mit Siure=49.9 


Triibung 
+ 


Ausflockung 
ae 


a == 
2 4 $$ 16 32 64 2 & 2 fe 32 Ge 


— Verdiinnung 
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Wie die Kurven zeigen, halt die Schutzkraft des Harns gegen 
Ausflockung von Mastixsuspension durch Kochsalzlosung im gro- 
ssen und ganzen mit der Tropfenzahl Schritt. Der angesiuerte 
Harn zeigt aber in der Regel fast keine Schutzkraft, obgleich die 
Oberflachenspannung bei ihm ausnahmslos weit kleiner ist als die 
des nicht angesiiuerten. Diese Tat:ache konnte man sich nun so 
erkliren, dass die elektronegativen Mastixsuspenscide durch die 
Wasserstoffionen am stirksten beeinflusst werden, wodurch dem 
angesauerten Harn seine Schutzwirkung verloren geht. Dieses 
Verhalten ist beim Eiweissharn etwas anders, indem dieser niimlich 
nach der Ansauerung eine stirkere Schutzwirkung als der urspriing- 
liche zeigt. Diese Erscheinung mag durch die durch Zusatz von 
Salzsiure hervorgerufenen physikalischen Zustandsinderungen des 
Eiweisses verursacht werden. Nach der Dialyse verliert der Harn 
seine Schutzwirkung. 


IV. DIALYSIERVERFAHREN. 

Eine gewisse Menge verdunnten Harns wird in einem Kollo- 
diumsickchen bis zum Verschwinden der Cl-Reaktion erst gegen 
laufendes Leitungswasser und dann gegen destilliertes Wasser 
dialysiert, und seine Tropfenzahl wird vor und nach der Dialyse 


verglichen. 
TABELLE II. 
A Tropfenzahl 
Nr. Diagnose des des dialysierten | des dialysierten 
Originalharns Harns Harns 
(mit Siiure) (ohne Siiure) (mit Siiure) 
1 Gesund 53.9 48.9 49.1 
2 Magenkreks 62.2 48.9 | 51.7 
Magenkrebs mit 666 49.6 50.3 
7 Beri-beri 
4 Magenkrebs 59.8 488 50.7 
; Magenkrebs mit 49.4 51.0 
2 Lebermetastase ay 


a 
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Tropfenzahl 
Nr. Diagnose des des dialysierten | des dialysierten 
Originalbarns Harns Harns 
(mit Siure) (ohne Siure) (mit Sure) 
6 | Diabetes mellitus 62.0 496 50.8 
7 Magenkrebs 59.4 49.1 49.9 
8 Leberkrebs 61.6 49.1 50.8 
\ 


Diese Versuche ergeben, dass die oberflachenaktiven Substanzen 
des Harns grosstenteils dialysierbar sind. 


VY. FALLBARKEIT DURCH ABSOLUTEN ALKOHOL. 


100 ccm Versuchsurin unter schwach saurer Reaktion wird 
aufden Wasserbad bis zur Sirupskonsistenz eingedampft, worauf 
nach dem Erkalten 100 ccm absoluter Alkohol zugesetzt und nach 
einigen Stunden filtriert wird. Der auf dem Filter gesammelte 
Niederschlag wird mit absolutem Alkohol gut gewaschen und dann 
getrocknet. Nach der Verdampfung des im Filtrat enthaltenen 
Alkohols wird mit destilliertem Wasser auf i100 cem anfgefallt und 
der Rickstand in 100 cem Wasser avfgelost, woraaf beide Losung- 
en stalagmometrisch gepruft werden. 


TABELLE III, 


| Tropfenzahl 
Ne. | Diagnose des aes a des 
Originalbarns Riickstands Filtrates 
(mit Sinre) (anit Siiure) (mit Siinre) 

aly Aniimie 608 49.9 59.4 
2 | Leherkrebs 61.4 52.2 | €2.05 
3 Magenkrebs 597 49.8 | 59.2 
a9! Magenkrebs 59.4 50.0 58.4 


=f . . . oe. . 
oher sieht man, dass die oberfliichenaktiven Substanzen im 
pathologischen Harne meist in Alkohol léslich sind. Der unter 
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neutrale Reaktion durch Alkohol gefallte Niederschlag enthiilt eben 
SO wenige oberflichenaktive Substanzen, wie die folgende Tabelle 
zeigt. 


TABELLE Ivy, 


Tropfenzahl 


Reaktion des ursnrtinglichen | des Riickstands des Filtrates 
Harns (mit Siiure) (mit Sire) (mit Siiure) 
Sauer 59,4 50.9 58.4 
ee ee 
Neutral 59.4 49.5 59.1 
== ==: 


hat bei diesem, wie die Tabelle V zeigt, cine grossere Tropfenzahl 
als das Filtrat. Behandelt man aber den eingeengten Harn anstatt 
mit Alkohol mit einem Gemisch von Alkohol und Ather, go gehen 
die oberflichenaktiven Substanzen in das Filtrat ther. 


TABELLE Y. 


Diabetesharn, 
7 Tropfenzahl (mit Siiure) 
Fillungsmittel aes Hh teas ade i oe 
Originalharns Riickstands | Filtrates 
absol Alkohol 62.0 | 57.7 548 
absol. Alkohol 591 55.1 54.6 
Gemisch von absol. 59.1 51.0 573 


Alkchol u. Ather | 


VI. FALLBARKEIT puRcH SCHWERMETALLSALZE. 


100 cem Versuchsharn wird zuerst mit alkalischer Chlorbariuz: 
losung yon ausfallenden Phosphaten und Sulfaten befreit. Dann 
bringt man das Filtrat wieder auf das Volumen yon 100 cor, 
neutralisiert es mit verdiinnter Salzsiiure, fallt durch 10 Wige 
Zinkchloridlismmg und wiischt den Ruckstand yillig aus. 
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TABELLE VI. 
Tropfenzahl 
Diagnose des urspriinglichen | des Riickstands | des Filtrates 
‘Harns (mit Siure) | (mit Siiare) (mit Siiure) 
see i adotnpee 59.7 55.5 51.6 
Meee 59.4 54.2 52.4 
Magenkrebs 59.8 56.0 51.9 


Die oberflichenaktiven Substanzen sind grosstenteils durch 
Zinksalz fallbar. Aber wie ich sehen konnte, kann nur ein kleiner 
Teil der oberflichenaktiven Substanzen durch Bariumsalz gefillt 
werden. Deshalb habe ich den Versuchsharn direkt durch Zink- 
salz gefallt. 


TABELLE VII. 
; . Loe — : 
Paaene des urspriinglichen | des Riickstands | des Filtrates 
Harns (mit Siure) {mit Sure) (mit Siure) 
Magenkrebs 63.0 58.9 53.4 
Magenkrebs 60.5 56.7 | 52.6 


VII. FALLBARKEIT DURCH NEUTRALSALZE. 


Zuerst wird der Versuchsharn bei saurer, neutraler oder alka- 
lischer Reaktion mit Ammonsulfat gesdattigt. Der _flockige, 
dunkelbraune Niederschlag wird darauf mit gesdttigter Ammon- 
sulfatlosung gut gewaschen, das Filter zwischen Filtrier- 
papier ausgepresst und dann zweimal hinter einander mit einer 
Mischung yon Chloroform und Alkohol in gleichem Volumen 
ausgezogen. Chloroform und Alkohol der Ausziige werden abge- 
dampft und mit destilliertem Wasser aufs urspriingliche Volumen 
gebracht, worauf endlich stalagmometrisch geprift wird. 
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TABELLE VIII. 


A poptenzaht des Original- Tropfenzahl des BR ickstands 
harns: (mit Siure) (Ausziige) (mit Siure) 
Reaktion 
59.8 saner neutral alkalisch <a 
57.1 55.0 | B15 


Dieser Versuch zeigt, dass unter saurer Reaktion die oberfla- 
chenaktiven Substanzen des pathologischen Harns durch Sittigung 
desselben mit Ammonsulfat fast total gofillt werden und sich 
mit einem Gemisch von Alkohol und Chloroform extrahieren 
lassen. 


VIII. Dir ExtrakTIon DES DURCH SATTIGUNG DES HanNs MIT 
AMMONSULFAT GEFALLTEN RUCKSTANDES. 


Urobilinharn wird wie bei Versuch VII nach Ansiuern mit 
Schwefelsiure mit Ammonsulfat. gesiittigt und dann filtriert. Aus 
dem erhaltenen Filtrat wird das Sulfat durch Bariumlosung beseitigt 
und dann bei schwach alkalischer Reaktion eingeeny:t. In diesem 
Filtrat befindet sich Urochrom. 


TABELLE IX. 


Tropfenzahl des anzesiizerten Originalharns 61.0. 


1] 


Riickstand 


Extrakt mit Wasser Filtrat 
(nach der Extraktion mit Alkohol 
| und Chloroform) 


Tropfenzahl 57.5 49.8 52.0 


| 
lExtrakt mit Alkohol 
und Chloroform 


Der bei saurer Reaktion mit Ammonsulfas ausgefallte dunkel- 
braune, flockige Ruckstand wird mit verschiedenen organischen 
Leésungsmitteln ausgezogen. Jeder Auszug wird im ursprung- 
lichen Volumen Wasser aufzgelost.. Dabei zeigt sich die folgende 


Tropfenz hi. 
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TABELLE X. 


a Nr. Extraktionsmittel Tropfenzahl 


Originalharn 61.0 

1 Extrakt mit absol. Alkohol 58.0 
Extrakt mit Wasser (nach Extraktion mit absol. Alkohol) 49.8 

2 Extrakt mit Chloroform | 53.5 
Extrakt mit Wasser (nach Extraktion mit Chloroform) 54.0 

3 Extrakt mit Amylalkohol 57.9 
Extrakt mit Wasser (nach Extraktion mit Amylalkohol) 50.0 
Extrakt mit Ather 50.5 

4 Extrakt mit absol. Alkohol (nach Extraktion mit Ather) 55.8 


{ Extrakt mit Wasser (nach Extraktion mit Ather u. Alkohol 50.0 


Man sieht bei diesem Versuche, dass die oberfliichenaktiven 
Substanzen in diesem Ruckstande fast simtlich in Alkohol und 
Amylalkohol, zam Teil in Chloroform, schwer in Ather léslich sind. 
Einerseits wird der unter saurer oder neutraler Reaktion mit 
Ammonsulfat ausgefillte Ruckstand desselben Harns zuerst mit 
Chloroform und dann mit Alkchol ehieahions andererseits wird 
dieser Niederschlag mit gleichen Teilen von Alkohol und Chloro- 
form zweimal hinter einander in einem Kolben extrahiert. Die 
letzten Ausztige werden im Scheidetrichter mit Wasser versetat, 
bis sich des Chloroform gut abscheidet. Darauf lasst sich dieses, 
nachdem es sich klar: abgesetzt hat, von der wbrigen Flissigkeit 


TABELLE XI. 


Tropfenzenl des angesiiuerten Originalharns 61.0 


Tropfenzah] 
ate Eatralktiousmaitel unter saurer unter neutraler 
Reaktion Reaktion 

1 Chloroform Bon 52.3 
‘ ‘Alkohol (nach 

2)  Extraktion mit Chloroform) eee : ot 

Wasser (nach Extr. mit : 

3 Chloroform und Alkohol) 49.9 49.9 


Oberflachenaktive Substanzen. 491 


trennen. Zuletzt befreit man beide Lisungen vom Alkohol bezw. 
Chloroform. 


== = = == oe se - = — 


Tropfenzahl 


Extraktionsmittel in Chloroform in Alkohol 
ubergegangener Teil | iibergegangener Teil 
Gemisch von Chloroform u. Alkohol 53.5 | 53.2 


Der bei dem vorstehenden Trennungsyersuch der Chloroform- 
und Alkoholextrakte durch Chloroform aufgenommene Teil enthilt 
Urobilin, der tbrige kann in Chloroform schwer, aler in Alkohol 
gut lésliche Harnfarbstofle, wie Urorosein und Héimatoporphyrin, 
enthalten, 

Sdttigt wan den Harn direkt mit Salmiak, so fallt Héimato- 
porphyrin aus. Deshalb habe ich denselben Harn mit Chlorammon 
gesdttigt. Von dem dadurch entstandenen Niederschlage wird 
zuerst das mitgerissene Urobilin durch Extraktion mit Chloroform 
weggeschafft, worauf mit Alkohol extrahiert wird. 


TABELLE XII. 


Tropfenzah] des argesjiuerten Origiaalliarns 61.0 


Nr. | Extraktionsmittel Tropfenzahl 
1 Chloroform 49.9 
Bee Absol. Alkohol (nach der Extrakiion mit Chloroform | 50.8 


Damit sich das Hamatoporphyrin abscheidet, fugt man zu dem 
Harn alkalische Bariumchloridlésung und zieht den auf dem Filter 
gut ausgewaschenen Niederschlag mit sdurehaltizem Alkohol aus, 
worauf die Ausztige vom Alkohol befreit werden. Man nimmt-diesen 
Riickstand mit stark angesiuertem Wasser auf, bringt ihn mit N.. 
NaOH zu ciner bestimmten Aciditit und stalagrcometriert dann, 
wobei sich die Tropfenzahl 50.5 ergibt. 


IX. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Oberflichenspannung der verschiederen pathologischen 
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Harne, welche yon der Aciditaét ziemlich stark beeinflusst wird, 
erniédrigt sich plotzlich in der Nahe der H-Ionenkonzentration 
you 10~* 

2. Die Schutzkraft gegen Ausflockung einer Mastixsuspension 
und die Oberflachenspannung des Harns gehen einigermassen mit 
einander parallel. Der Eiweissharn verhalt sich etwas abweichend. 
Nach der Dialysation geht die Schutzkraft verloren. 

3. Die oberflachenaktiven Substanzen sind in den verschied- 
enen pathologischen Harnen fast immer dialysierbar. 

4. Die mit absolutem Alkohol fallbaren Substanzen des 
Havrns, wie Albumosen, Peptone, Oxyproteinsduren u.s .w., beteiligen 
sich in den meisten Fallen nur wenig an der Erniedrigung der 
Oberflichenspannung. 

5. Die oberflaichenaktiven Substanzen in pathologischen Harn- 
en lassen sich grosstenteils mit Zinksalz fallen. 

6. Sie werden grosstenteils mit Alkohol und Amylalkohol, 
zum Teil mit Chloroform und schwer mit Ather aus dem Riick- 
stande aufgenommen, welcher durch Sattigune des Harns mit 
Ammonsulfat entsteht. 

7. Geringe Mengen von oberflichenaktiven Substanzen werden 
durch Sittigung des Harns mit Ammonchlorid oder durch Zusatz 
von alkalischer Bariumchloridlosung gefillt. 

8, Allen den geschilderten Figenchaften nach dirften die 
oberflichenaktiven Substanzen im pathologischen Harne hauptsiich- 
lich aus den pnthologischen Harnfarbstoffen Urobilin, Urorosein, 
Uroerythrin, Himatoporphyrin und Bilirubin bestehen. Beim 
Diabetesharn jedoch tben die durch absoluten Alkohol fallbaren 
Substanzen einen ziemlich grossen Einfluss auf die Erniedrioung 
der Oberflichenspannung aus. 
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STUDIES ON THE ACIDPROOF STAINING 
PROPERTY.OF CEPHALIN. 


By 
RYOICHI KOGANEL. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Professor 
S. Kakiuchi) 


(Received for publication, February 1, 1923) 


In the course of our investigations on the acid resistant staining 
substance in tubercle bacilli (1922), a fact that arrested our atten- 
tion was that the ethereal solution of cephalin, even in its very 
dilute concentration took up the various basic dyes as fuchsin, 
methyl blue, gentiana violet or Bismark’s brown and the colow 
of the ethereal solution was quite acid-resistant. 

To elucidate, if possible, to what part of chemical constitution 
of cephalin this property is due, the following experiments have 
been conducted. 


L 


Cephalin used throughout this experiment was prepared in 
the following method. 

Fresh ox brains were minced into a fine pulp and freed from 
water by means of acetone. The hardened material was then 
separated, dried, and ground into a fine powder. 

The extraction of this powder wikh ether was then repeated 
several times, the combined extracts were concentrated under 
reduced pressure and precipitated with addition of acetone. 

To remoye nitrogenous impurities, the precipitate was dis- 
solved in chloroform and washed several times with 1% sodium 
chloride solution (Sano, 1922). Chloroform was then evaporated. 
the residue was taken up into ether and precipitated by means of 
a large amount of absolute alcohol. After repetition of the sam 
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procedure for several times, it was purified again by the method 
of Levene and Invaldsen (1920), that is to say, the precipitate 
was dissolved in a small volume of ether and poured into a large 
volume of 959 alcohol at 60°C. When the large part of alcohol 
was decanted off next morning and treated with acetone, cephalin 
was obtained in a fine powdery state with light yellowish colour, 
and was kept over sulphuric acid in, a vacuum desiccator. 

0,350 gm. of this cephalin was dissolved in 100 cc. of ether, 
and in 1 cc. of this solution phosphorus was estimated by the 
method of Iversen (1920), while 10 ec. of the solution was used 
for the nitrogen determination by the microkjeldahl method of 
Folin (1912 and 1919), The results are shown in the following: 


Phosphorus : 
2,67 and 2,73 cc. of 1/25 N NaOH were required for neutralisation, correspond- 
ing to 0,119 and 0,121 gm. phosphorus respectively ; average 0,12 mg. 
Calculated amount of phosporus, 0,132 mg. 
Yield of phosphorus, 91%, 
Nitrogen : 
0,58 and 0,56 mg. were obtained for two analyses. 
Calculated amount of nitrogen, 0,595 mg. 
Yield of nitrogen, 94%, 
Accordingly we find, 
P:N=1:1,033. 


188 


The receptive staining capacity of cephalin and of substances 
derived from it was tested as follows. 

The. substance to be examined was dissolved in pure ether 
(the concentration being about 1%), and there was added a drop 
of concentrated fuchsin solution. After many violent shakings for 
periods of 3 seconds, the intensity of colour of the ethereal solution 
was examined. Contaminations of ethyl or methyl alcohol in ether 
will gave some false result, owing to the high solubility of the 
dyestuff in lower members of aliphatic monoalcohol. 


IIL. 


To determine whether the staining character is associated 
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with the unsaturated fatty acid in cephalin molecule, hydrogenation 
of cephalin was undertaken in its 19 solution in ether by the 
current of pure hydrogen in the presence of platin mohr for 15-17 
hours. The solution at this point took no more iodine. The 
cephalin after this treatment showed no diminution in its staining 
property. The degree of saturation of fatty acid radicles in 
cephalin has, therefore, little influence on the staining character of 
cephalin. 


TV. 


Hydrolysis of cephalin was then conducted with the following 
methods, for the purpose of ascertaining whether the intermediate 
products or the products of further hydrolysis by various means 
have the staining character. Estimations of phosphorus and nitro- 
gen in these hydrolysates were made together with the exami- 
nation of the staining property to elucidate their chemical con- 
stitutions. 


1. Hydrolysis with baryta. 


Parnas (1909), by heating cephalin with baryta for 12 hours 
at 120°C., obtained a barium compound of the formula C.-H,,O,, 
PBa, as the product of partial hydrolysis. 

Pursuing his method as closely as possible, 1,03 gm. and 1,74 
gm. of cephalin were hydrolysed separately. Ether soluble portion 
of barium salt was concentrated and precipitated with addition of 
alcohol. After dissolution and precipitation by the same procedure 
had been repeated twice, the salt was dissolved into ether and 
washed with 10% hydrochloric acid three times to remove the barium. 
The ethereal solution was then washed with distilled water twice 
to free it from the traces of hydrochloric acid and 0,1962 gm. 
and 0,3120 gm. of brown coloured substance were obtained respec- 
tively. Nitrogen and phosphorus content of the latter were esti- 


mated as follows: 
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TABLE I. 
ee ee 
: : f 
No. of P Product of partial Amount 0 
exp. cephalin. hydrolysis. N Pp 
gm. qm. Ve 
I 1,03 0,1962 19,3 0,248 9% 0,275 96 
II 1,74 0,3120 18,1 0,2879¢ 0,2500¢ 


Contrary to the finding of Parnas, the content of phosphorus 
was quite low and nitrogen was contained in almost constant 
amount. 

Whatever it may be, the ethereal solution of this material 
retained the staining property in remarkable degree. 


2. Hydrolysis by sodium ethylate. 


L797 gm. of cephalin, dissolved in about 300 ce. of ether, 
was added with 50 cc. of 3,5% sodium ethylate solution in alcohol 
and 150 ce. alcohol; and kept at room temperature (22°-25°C). 

After the lapse of a week the hydrolysate was separated by the 
usual method into (1) unsaponified portion, (2) fatty acid portion 
and (3) extraction residue. The unsaponified substance, which 
contained as yet both phosphorus and nitrogen, was stained very 
intensively and provably represents the unaltered cephalin; the 
extraction residue Save a negative result in staining test. 

Patty acid portion amounted, altar purification by'the method 
of Mottram (1910), to 0,829 gm. (46,199 of cephalin used), and 
showed its Staining property in considerable degree. ‘This portion 
was found by analysis to contain about 0,319 of nitrogen while 
it is entirely free from phosphorus, 

If ig really a remarkable fact that the fatty acid obtained by a 


repeated purification wag contaminated still with nitrogen, as is _ 


also mentioned elswhere (see the next p2ge). 


3. Hydrolysis with sulphuric acid. 
Levene and West (1916) showed that they could isolate 
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fatty acid from ecephalin in pure state. As I was anxious to find 
out whether the pure fatty acid from cephalin has also the staining 
property or. not, I proceeded to try the isolation method of fatty 
acid by Levene and West. 

4,4515 gm. of cephalin, dissolved in 150 cc. of water, were 
mixed with 75 cc. of 10% sulphuric acid, which ‘makes the con- 
centration of the latter 3% in the mixture, and was boiled for 
three hours. The large part of flaky precipitate then turned to 
brown coloured oily substance and floated on the surface. The 
heating was continued for twenty hours more, when the mixture 
was cooled over night in a ise box. The fatty matter separated at 
this time, was washed with boiling water several times ; and 
after cooling, the solidified substance was again separated. The 
ether goluble part of this material weighed in dry state 2,9152 om. 
(yield: 65,59) and after treatment with acetone, 2,775 em. (yield: 
62,5%). 

Contrary to our expectation the fatty acid thus obtained, 
contained still 0,419 nitrogen and traces of phosphorus (0,169), 
retaining the staining property almo:S at the same degree as the 
fatty acid obtained above by sodium hydrolysis. Although we tried 
to purify this fatty acid by the method of Mottram, we could 
only reduce the phosphorus content to 0,0799%, while the nitrogen 
content and the staining property remained almost unaltered. 

From the above experiments [especially from 2 and 3] it seems 
to me that the fatty acids obtained by hydrolysis of cephalin are 
hardly to be prepared fre» from nitrogenous impurities. 

The fact resembles closely the experiments of MacLean (1908) 
and Trier (1913), who stated that the fatty acid soaps which were 
obtained by hydrolysing lecithin invariably contained a small 
amount of nitrogen, the nature of which indicated rather aminoethyl 
alcokol than choline. 


a 


To find out whether or not this staining property of brain 
cephalin, the fatty acid obtained by hydrolysis from cephalin and 
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acid resistant staining substance from tubercle bacilli (Koganei, 
1922) is connected with its nitrogen contents, the following experi- 
ments were conducted. 

Ethereal solutions of these substances were so prepared, that 
they contained the same amount of nitrogen in 50 cc., and the 
staining of these solutions to the maximal intensity were conduct- 
ed on addition of necessary minimal amount of saturated fuchsin 
solution. The intensities of colour were then compared by means 
of a colorimeter and are given in the following table, the figures 
denoting the percentage value in comparison with the cephalin 
solution. 


TABLE II. 
Amount of | Nitrogen con- Nitrogen Intensity 
substance in. tent of the in 50 ce. of 
50 cc, ether. substance. ether. colour. 
mq. Ve mY. VA 
Brain cephalin. 25 Ler 0,425 L106 


Fatty acid obtain- 
ed from cephalin 59 0.72 0,425 10 
by hydrolysis. 


Mixture of cepha- 

lin and wax ob- 148 0,286 0,4253 99 

taincd from tuber- 
cle bacilli. 


It can be seen from this table that these substances in a quite 
divergent concentration gave almost the same intensity of colour, when 
their nitrogen content remained the same. This indicates clearly 
the significance of nitrogenous component for staining character. At 
the same time it is quite noticable in the above table, that in the 
case of fatty acid obtained by hydrolysis the staining character is 
far less than that of other materials. 


Vip 


With a view to examining the nature of the nitrogenous com- 
ponent of the fatty acid obtained by hydrolysis of cephalin, content 
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of amino nitrogen was estimated by the method of Van Slyke 
(1912 and 1918). 

0.6~5 gm. of fatty acid (nitrogen content 0,41%) was converted 
into its potassium soap, and dissolved in exactly 25 cc. of water, 
using a volumetric flask. 2 cc. of this solution gave, by the method 
of Van Slyke, 0,25 ce. nitrogen at 21,5°C and 763,6 mm., i. @ 
0,14 mg. of aminonitrogen. This value amounts, therefore, to only 
62% of the total nitrogen (0,225 gm.). 

As will be shown in the following paper, this inhibition in 
liberation of nitrogen is mainly due to the fact that aminoetliyl 
alcohol forms with fatty acid a compound, which is not decoi- 
posed completely at the acidity prevalent in the method. 


Vil. 


Judging from the results obtained in the foregoing paragraph 
it became clear that the staining of ethereal solution by fuchsin is 
probably caused by the presence of aminoethyl alcohol in fatty 
acid. 

It was however quite well known to the writer by his other 
experiment that neither fatty acid nor aminoethyl alcohol gave a 
positive staining test in its pure state. That the aminoetliy] alcohol 
has no staining capacity, seemed to be due to its scanty solubility 
in ether. As it came to his mind that aminoethyl alcohol might 
become soluble in ether in presence of fatty acid and cause the 
staining reaction, he proceeded further to clarify the relationship 
of its solubility and staining character to the presence of fatty 
acid. 

As is reported in the following paper (see the next voluine, page 
19) aminoethyl alcohol forms a salt with one molecule of any of 
higher fatty acids. This salt is soluble both in ether and in water, 
solubility being larger with oleic acid compound than with stearic acid. 
It is quite conceivable therefore, that aminoethyl alcohol becomes 
soluble in ether so far as it forms a stable salt or compound 
which is soluble in ether, and that in as much as that compound 
decomposes, its solubility begins to decrease. It is quite w Il 


502 R. Koganei: 
known that the oleic acid, being a stronger acid than the stearic 
acid, forms a more stable salt than the latter, receiving a less degree 
of hydrolysis. Having this in mind I have compared the stained 
intensity of ethereal solution of cephalin, colamin oleate and colamin 
stearate, each containing the same amount of amino-ethyl alcohol 
in its unit volume. 
The result is shown in the following table. 


TABLE IIL 
Amoant of Content of Amount of Intensity 
substance in | nitrogen’ the total of 
30 cc. ether. | substance sed,| nitrogen. colour. 
mg. % mg. % 
Cephalin. 29.1 ae 0,495 100 
Colamin oleate. 12,15 4,08 0,496 69 
Colamin stearate. 122 4,05 0,494 Ligo 


It will be seen from the table that the staining capacity 
decreases in the order of cephalin, colamin oleate and colamin 
stearate as we have suggested above. The most stable cephalin 
stained the best, while the least stable stearate showed the weakest 
staining character. 


VIII. 


To complete my study of the staining character of fatty 
substance, I have examined many fatty substinces and their decom- 
position product. Among these were, a3 was mentioned in my former 
report (1922), all fatty acids, triglycerides of fatty acids, waxes, 
elycolipin ete. lacking this property, while alkali salts of fatty acid and 
lecithin shared this character with cephalin and aminoethyl alcohol 
salt of fatty acids. There were, however, great differences between 
their activities. 29%, alkali soaps dissolved in ether almost lost their 
staining property when shaken with the same volume of water 
while the sult of aminoethyl alcohol with fatty acid remained quite 
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edloured by that treatment. 

Lecithin retained its staining proper'y even when washed with 
water. If, however, it was shaken with acidic buffer solution the 
colour faded away very rapidly, whereas this was not the case 
with cephalin. 


TABLE IY. 
Pe | (3.0 20 | 18 | 16 14 12 
Colured 
cephalin no change. slight'y faded. P pais rurple. 
solution (1°/,,.) ; 
Colured ‘ traces of | almost | comple 
lure plete- 
lecithin ned markedly faded. red dis- ly dis- 
solution (1°/,,)} ~* ; colour. | coloured. | coloured. 
CONCLUSION. 


From the results of the experiments above mentioned it may 
be concluded that the acid proof staining character of cephalin lies in 
the difficulty of separation of colamin from its molecule by the 
treatment with acid. 
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I. INTRODUCTION. 


The action of the salts of heavy metal as precipitant or as 
coagulant of protein has been the topie of innumerable researches 
in the protein chemistry. This is due partly to the attempt of 
most of the old investigators to gain a clear conception as to the 
mysterious nature of the protein body by isolating and analysing 
the compounds of the protein with the heavy metal salts, and 
partly to the theoretical interest associated with the colloidal 
behaviour of protein. There is really an abundance of the reports 
enumerated as evidence that the protein combines with the salts 
of heavy metal in definite proportions. These experiments, however, 
were carried out under different conditions and the results were so 
divergent that the existence of any stoichiometrical relation can 
hardly be recognized. 

On the other hand, a group of the colloid chemists advanced 
the adsorptions theory to account for the non-concordance encountered 
by analytical chemists. Since the interest of the investigators of 
colloidal phenomena was chiefly focussed on the alterations of the 
ageregating state, the special behaviour of protein, such as the 
precipitability at the low and high concentration of heavy metal 
salt and the solubility at the intermediate concentration has much 
attracted their curiosity. They attempted to explain those phenomena 
in the same manner as in the case of the suspensoids, especially 
in those cases where the precipitation occurred at the low con- 
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centrations of the salts. As the explanation accepted by the 
majority of colloid chemists is based on the assumption of an 
adsorption of ions by colloidal particles or of a reaction occurring 
between two colloids such as protein and hydroxide of heavy 
metal, it seemed them natural that any definite proportion of 
combining ratio between protein and heavy metal salts could not 
result. 

But unfortunately all the previous workers failed to take into 
consideration one of the main variables, i.e. the hydrogen ion 
concentration cf the protein solutions. 

Tu this connection, Robertson (1908) concluded very 
reasonably as follows :— 

“In the majority of investigations upon this subject no care 
has been taken tu maintain a neutral or otherwise constant reaction 
in the medium from which the protein heavy metal compound is 
thrown out, each observer has prepared these compounds under 
dif‘erent conditions and no clear distinction has been made between 
the precipitation of the protein by the heavy metal salt and its 
coagulation. It is not matter either for surprise or bewilderment, 
therefore, that different observers have obtained very conflicting 
results in determining the heavy metal content of these compounds. 
I the light of our present knowledge the majority of these results 
are perceived to be meaningless, since they were obtained with 
compounds, or mixtures of different compounds prepared under 
inadequately controlled conditions.” 

Quite recently J. Loeb (1922) has also raised the conclusive 
evidence that the measurements of the hydrogen ion concentration 
are paramount for understanding the chemical and _ physical 
behaviour of proteins, and it was demonstrated in an ingenous 
manner that the silver ion like other heavy metal ions would not 
combine with protein at the acid side of its isoelectrical point. 

fn this experiment on albumin the writer attempted to come 
near the solution of the problems concerning the interaction between 
protein and heavy metal salts and came to the conclusion that 
the hydrogen ion concentration is the predominant factor in not 
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only the precipitation but also in the so-called peptisation of the 
once formed precipitate of heavy metal proteinate by excess of the 
salt. And further the proof was furnished that the protein is not 
determining factor in its combination with heavy metal salt as 
Loeb claims on the basis of his experiment with gelatin. 


IJ. Tur PRrecrrirration or Prorern AT THE Low ConcEeNTRATION 
or Heavy Merau Sarr. 


Pauli, (1904) first assumed that the well dialysed protein 
solution could not be precipitated by the low concentration of 
heavy metal salt; whereas slightly alkalised, it became readily 
precipitated. And for this phenomenon he gave the following 
plausible explanation. 

“Schreibt man die bei niedrigen Konzentration auftiretende 
Fallungen den einfachen Metallionen zu, .dann sind freilich 
Widerspruche nicht zu vermeiden. So bleibe es unerklirt, warum 
der Schwellenwert fur das einwertige Silber, zweiwertige Kupfer 
wad dreiwertige Ferriion zusammenfillt. Vergleicht man den 
Schwellenwert des Silber und Wasserstoffions, so zeigt sich bei 
gleicher Ladung trotz der bedentend grosseren Wanderungsgesch- 
windigkeit des H-ions das Silbersalz der vollig dissozierten Salzsiiure 
weit tberlegen u. dg]. Alle Schwierigkeiten verschwinden unter cer 
von Biltz, Neisser und Friedmann und Landsteiner beeriin- 
deten Annahme, dass das_ kolloidal geléste Metallhydroxyd 
dieser stark hydrolytisch zersetztes Schwermetallverbindungen die 
Fiweissfillune ermittelt ete.” 

According to this statement the view held by Pauli is far 
from convincing for the failure of generalisation of the valency rule, 
which is called Schultze-Linder-Picton’s law and prevails in the 
domain of suspensions colloid as well as in some cases of emulsions 
colloid, should not necessarily correlate that metal ion hes no effect 
as precipitating agent of protein. Indeed, in the cases of suspensoid 
and emulsoid such as globulin, the stability of the colloidal sol vanishes 
at its isoelectrical point and precipitation vr coagulation occus. While 
In the case of albumin the prucess to bring it tu its isvelectrical 
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point cau not induce its precipitation, because albumin is soluble 
even at its isoelectrical point. Hence, factor other than the 
neutralisation of its charge must play a more important role in the 
chemismus involved in the precipitation. And what would be 
expected in this respect is the solubility of the compound of the 
protein with heavy metal salt. Since the solubility of any 
compound has little to do with the valency of the united ion, but 
rather with the special behaviour of electron carried by it, though 
on its relation to the solubility of the resulting compound nothing 
can be said definitely in the present state of our knowledge, it 
might well be assumed that the theory advanced by Pauli is not 
the only possible explanation with regard to the precipitation of 
protein with heavy metal salt. 

To verify the above assumption the following experiment was 
undertaken. 

The egg albumin used in this experiment was prepared by 
recrystallising threes times from ammonsulphate solution and by 
dialysing for 2 weeks against water, followed by the further 
purification for freeing from the combining salt by the electro- 
endosmotic arrangement. 

The protein thus prepared showed the electrical conductivity 
0.6 x 10° Mho and the reaction corresponding Pa 5,4. It was 
not precipitable simply by adding a dilute heavy salt solution, 
unless alkalised to some extent. This can be seen from the 
following experiment. To each of test tubes containing 5 ce. of 
sodium hydroxide solution of various concentration 1 cc. of the 
albumin solution was added and well mixed. 2 cc. of the salt 
solution were then put in each test tube and the mixture was 
slightly shaken. As will be seen in the following table “the 
precipitation cecurred only when sodium hydroxide in an amount 
of more than 1/400 mol was added. 
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TABLE I. 


Cuso, “200” ZnS! WN 200. . 


Cone. of | Ra M [ ao M | ; Tees 


bs | 
a = i a 


- x | + 


“1600 | 
i 
3200 


When an albumin solution is made more alkaline than its 
isoelectric point, it is charged negatively owing to the following 
chemismus. 


/ NH» /NH; 


+ NaOH = R + H,O 


R 
\cooH \coo’ + Na’ 


If to such a solution the heavy uretal salt is added the 
cationic metal ion will combine with anionic protein ion, and when 
solution is not too dilute, the resultant compound, being less soluble 
than either protein at isoelectric point or its alkaline salt, will be 
thrown out of solution. When, however, the amount of sodium. 
hydroxide exceeds a certain value, the heavy metal ion is carried 
away as insoluble metal hydroxide before it enters into combination 
with protein ion and precipitation of protein, therefore, no more 
occurs. 

Moreover, if the albumin was added to the mixture consisting 
of heavy metal salt and sodium hydroxide in the same proportion 
as in the above experiment, it also was not precipitated. The 
metal hydroxide produced retains no power to precipitate protein. 
This might be ascribed partly to the fact that metal hydroxide is 
less effective owing to its rare dissociability and partly to the 
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mutual repelling action of the similarly charged particles between 
protein ions and metal hydroxide, as metal hydroxide may be 
charged negatively in an alkaline medium. In this connection 
reference may be made to the investigations of Powis (1915) on 
the preparation of colloidal ferric hydroxide either in the positively 
charged or negatively charged condition. Hitherto ferric hydroxide 
and other metal hydroxide has been regarded as typically a 
positively charged colloid. Powis has shown, however, that the 
sion of the charge is the matter of environment during preparation. 
Colloidal solutions of ferric hydroxide are usually prepared by 
uialysing a solution, say, ferric chloride, the resulting colloid is 
positively charged, which is attributed by Powis to the fact that 
under these conditions the Ee-ion is pre‘erentially adsorbed by the 
colloid particles. Under the conditions, in which the colloid is 
formed in the presence of relatively large amount of OH ion, this 
ion is adsorbed in greater quantities and confers its charge to the 
colloid particle. 

Since Pauli claims that the positive metal hydroxide may be 
responsible for the precipitation of protein the latter must be 
negatively charged, that is, it must exisi at the alkaline side of 
its isoelectrical point. ‘This condition, however, does not favour 
the existense of the positive metal hydroxide. If Pauli’s view be 
correct, therefore, it musi be expected that the precipitation is 
limited to occur over narrow range which permits the simultaneous 
existence of negatively charged protein ion and positively charged 
metal hydroxide. This is really not the case, because the precipi- 
tation can occur even at the ucid side of the isoelectrical point of 
, albumin, as will be seen from the next experiment. The above 
“simple consideration now leads to the conclusion that the view 
held by Pauli is presumably untenable for the precipitation of. 
protein by heavy metal salt at its low concentration. 


Til. Tse INFLvence oF tHE Hyprogen Ion Concenrrarron oN 
THE PRECIPITATION OF ALBUMIN BY HiEAvy Metat Sarr. 


_As proved by the foregoing experiment the protein must be 
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alkalised to some extent to be readily precipitated by heavy metal 
sut. This fact suggests itself that the reaction of medium plays an 
important role in the precipitation of protein by heavy metal salt. 
As already mentioned Loeb has done much ingenious work in this 
connection, which might be regarded as epoch-making in the 
physical chemistry of protein. According to him protein exists in 
three states, defined by their hydrogen ion concentration, namely: 
(a) as non-ionogenie or isoelectric protein, (b) as metal proteinate, 
and (c) as proteinacid salt. He demonstrated, using M/64 of 
silbernitrate that the gelatin solution which has a Pa value 
greater than 4.7 becomes opaque and then black when exposed to 
light, while all the solutions of Pa smaller than 4.7 remain 
transparent and he concluded that the cation Ag is only in 
chemical combination with gelatin when the Pu is greater than 
4.7, while at Pu 4.7 or below gelatin is not able to combine 
with Ag ionogenically. 

This view, however, is not shared by Bancroft (1921) who 
considered that Loeb was working at such an extreme dilution 
that the specific effects of all ions but hydrogen and hydroxyl ions 
are practically negligible. 

To do justice to Bancroft it is necessary to find out the 
relation between the concentration of heayy metal salt and the 
liminal hydrogen ion concentration necessary for the precipitation 
of protein. 

Experiment: To each 1 cc. of albumin solution (39%) in a 
number of test tubes were added first varying quantities of NaOH, 
then certain volumes of distilled water and finally varying amounts 
of a heavy metal salt. The volume of distilled water is always 
so chosen that the final volume of the solution becomes 6 cc. 
After the mixture had been well mixed appearance of turbidity 
was examined, which might be inferred as evidence that the 
albumin entered into combination with heavy metal salt. Hydrogen 
ion concentration was then determined colorimetrically in all cases 
of the salts except of the zine salt. A potentiometrical determi- 
nation was inadequate, because uobler metals like Au, Ag and Cu 
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etc. have a lesser tendency to ionise, so that when they are 
brought into contact with hydrogen molecule, they confer their 
charge on hydrogen, converting the latter into ionised state. As 
indicator for colorimetrical determination methylred and parani- 
trophenol were used. They showed no appreciable error due to 
the presence of protein and salt, so far as the concentrations in 
this experiment are concerned. But with a gold chlorid solution 
above a certain concentration they do not serve well owing to 
the original yellow colour of the salt and to the alternation of the 
nuance of the indicator to a considerable extent. 

The results are summarised in the following Table II and 
illustrated in Figure 1. 


TABLE IL. 
AuCl,. HgCl,- CuSO,. AgNO,. ZuSO,- 
= Z 5.5 5:4 6.2 aa 

4096 oo a 
Ls 5.0 Mall 5.45 5.5 

218 =o = 
1 

12k 4.8 4.9 5.35 5.4 — 
ine 4.5 48 5.25 5.3 

512 ay = 
1 

. 4.3 4.7 5.18 5.25 6.32 
256 
: 4.62 by kas 5349) 6.2 

128 3. iS) 
1 

ove — 4.65 5.12 5.20 6.24 
1 a a ne 

nine = 4.95 nal 5.05 6.13 
: 4.0 

16 — — 4.6 5.82 


It will be seen from this table that each salt enters into 
combination with protein at different hydrogen ion concentration. 
This apparent fact does not favour the view held by Loeb that 
the heavy metal ion can be only combined at the alkaline side of 
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the isoelectrical point of protein. Since the isoelectrical point of 
egg albumin was proved to be PH=5.7 by Kakiuchi and 
Koganei (1922) it must ke expected, if allowance be made for 
Loeb’s idea, that the precipitation should occur at Pu 5.7. But 
this is not the case in the aboye experiment. It must be concluded, 


tp, +0 42 4% 46 48 50 52 54 56 59 60 62 6+ 


Fig. 1. The liminal H-ion concentration for the precipitation of protein 
by heavy metal salt. 


therefore, that the iscelectrical point of protein is of minor significance 
in the reaction between heavy metal salt and protein. According 
to the results above obtained gold chloride seems to ke the most 
powerful precipitant. Other salts are arranged in the order 
effectiveness as: HgCl,>AgNO,, CuSO,, >ZnSO,. 

This different behaviour of each heavy metal salt can be 
accounted for by assuming that the molecular adsorbability or 
affinity of each heavy metal ion towards protein is different, so 
that the resulting metal proteinate reveals the different solubility. 
In this respect, reference may ke made to the valuable work of 
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work of Michaelis and Rona (1922), that the charcoal can 
adsorb silberion and copperion as well as hydrogen ion and ferric 
ion an mercuric ion extraordinarily well. 

Taking this interesting fact int» consideration the writer 
furnishes the following explanation for the chemismus involved in 
precipitation. 

1) If egg albumin exists at the alkaline side of its isoelec- 
trical point it combines readily with heavy metal salt, for example 
with AgNO, in the following manner. 


/NH,OH /NH,OH 
R +AgNO, = R + NaNO, 
\co0’ +. Na’ \COOA 
(insoluble) 


' 2) If egg albumin exis‘s at the isoelectrical point or rather 
at its acid side it can combine with heavy metal salt only when 
the metalion is relatively good molecular adsorbable in comparison 
with hydrogenion and its concentration increases to a certain 
extent. The more concentrated the heavy metal salt, the more 
hydrogenion must exist to hinder. protein from its combination with 
heavy metal salt by the law of mass action. This fact stands in 
fair agreement with experimental results, Alkali metal and 
erdalkali metal ions, though present abundantly, can not displace 
hydrogen ion at all, so that the precipitation is never induced. 
In this case the nature of the isvelectrical pomt may be precisely 
appreciated. Since zine ion is Jess molecularly adsorbable it is 
greatly influenced by hydrogen ion so that it combines only with 
the protein, which exists at the alkaline side of its isoelectrical 
point. The liminal Pu, therefore, in the case of zine salt lies at 
5.7 which Kakiuchi and his coworkers claim to be an isoelec- 
trical point of crystallised egg albumin, militating against the 
current view that it lies at Px 4.7. 

The chemismus can be schematically represented as follows:— 


__/NHj+ NO, /NHNO,; 


Heavy Metal Salt and Protein. 515 


If such a chemismus actually takes place, then it must be 
expected that the reaction of the environment must turn out to be 
more acidic owing to the free nitric acid. That this is really the 
case can. be shown by the following experiment. 

To 5 ce. of several heavy metal. salts, each contained in a 
test tube and previously brought to PH=5.2, 1 ce. of 39% egg 
albumin (PH=5.4) was added. After content had been well 
mixed Px of the resulting solution was measured colorimetrically. 
The results are indicated in the following table. 


TABLE II. 
Change of PH owing to the interaction between heavy metal salt and 
protein. 
Concentration of protein 0.5%. 


mixture. 


CuSO, ZuSO, AgNO, HgCt, 
So M/109. M/109. M/109. M/109. 
Initial Px ’ 
te aee | 5.2 5.2 5.2 5.2 
Pu of the | 48 5.2 4.9 4,5 


At this point, it must be recollected that the order of the 
effectiveness of each heavy metal salt in acidifying the medium 
stands quite in agreement with that of the precipitating efficiency 
of each salt. This fact leads to the important conclusion that the 
heavy metal salt is the more effective as precipitant, the more it 
displaces the hydrogen ion. 

Furthermore, the following experiment furnishes a support for 
this conclusion. 

To each 1 ce. of egg albumin solution (PH=5.4) in a 
number of test tubes were added 2 cc. of potassium chloride 
solution of varying concentration and 3c. of M/100 HgCl, (Pa= 
5.3). The hydrogen ion concentration was determined colorime- 
trically before and after the addition of HgCl, As the control 
distilled water of the same acidity as albumin solution was used. 
The results are shown in Table IV. 
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TABLE IV. 


Relation between the change of Pu and the precipitation of egg albumin. 
End-concentration of albumin =0.59%. 
End-concentration of HgCl, =M/200. 


| Before the additon of After the addition of 
Concent. HgCl., (PH 5.2). HgCl,. Turbidity. 
oe control | control 
ase 
——mol 5.7 6.0 6.35 5.6 = 
29 
mae 5.6 59 6.35 5.45 + 
40 
1 
see 55 5.8 6.3 5.3 cs 
89 
1 = ‘ ‘ 
a B44 - 5.7 6.2 5.2 Nae 
160 
a 5.2 5.7 6.0 5.05 foge ae 
329 ‘ ; 


Now it is apparent that the increasing turbidity was always 
accompanied by a corresponding decrease of PH value. ‘The more 
concentrated the potassium chloride, the less ionised is the mercuric 
chloride, so that the concentration of potassium chloride is reached 
where no turbidity of protein appears, owing to the sufficient 
diminution of active Hg-ion. 

The diminution of Hg-ion may be caused by the formation 
of complex salt with the composition of K,HgCl,. Such a com- 
pound may undergo hydrolysis to a certain extent giving a rise in 
the amount of hydroxil ion. That this is really the case can be 
seen in the above experiment, the Px of control solution showing 
an increase on the addition of potassium chloride. It was long 
known in practical medicine that the HeCl, acts as disinfecting 
agent more agreeably when it is mixed with sodium chloride. 
This fact can be explained by assuming that the so small amount 
of Hg-ion as is contained in HeC1,-NaCl mixture is unable to 
cause the precipitation of protein, but is sufficient to bring bacteria 
to death. 
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IV. Tue Dissonurion oF THE PRECIPITATE AT HIGHER 
CONCENTRATION OF Hravy Mera Sat. 


The chemismus in the dissolution of the precipitate by the 
excess of the salt has remained for a long time a puzzle to 
investigators along this line. 

Galleotti (1904) applied the phase rule, which was originated 
by Roozeboom for 2 phasic heterogeneous system, thus intending to 
attack this problem from the thermodynamical view point. But 
the unapplicability of this rule for the system o! protein and heavy 
metal salt was detected by Robertson (1918), so that it is no 
more worth while to survey his work. 

The majority of other investigators on this subject hold 
almost the same view that the dissolution of the once formed 
precipitate is to be ascribed to the formation of complex compound. 
In this respect Pauli (1912) affords the following words. 

“ Versetzt man eine Hiweisslosung etwa durch Zink- od 
Kupfersalz mit einen Uberschuss von Schwermetallsalz, so geht sie 
wieder ins Lisung. Die Erklirung dieses Phenomenon ist noch 
nicht ganz sicher. Fur Eieralbumin innerhalb 0.5.-4.n Zinksulfat, 
somit in Konzentrationen, die relativ. wenig hydrolytisch dissozieren 
und es ist deshalb w ahrscheinlich, dass die Aufhebung der Flockung 
gemiss einer Annahme Hardys mit der Bildung einen neuen 
Komplexen Zinkhydroxydprotein+ Zinksulfat zusammenhingt, so 
wie etwa Halogensilber Niederschlige im Uberschuss von Halo- 
gensalz in Losung gehen konnen.” 

* The analogical explanation was also given by Zsygmondy 
(1920) in the following manner. 

“Im Uberschuss des Fallungsmittels ist der Niederschlag 
zuweilen léslich. Diese Wiederldslichkeit kann verglichen werden 
mit der Bildung von Komplexen ebenso wie mit der gewohnlichen 
Peptisation etc. Fasst man den Vorgang kolloidchemisch auf, so 
lisst es sich etwa in folgender Weise zur Darstellung bringen : 
Die gefiillte Niederschlige nehmen Zinkionen auf gerade so wie 
das Gel der Zinnsiiure Stannationen adsorbiert und die Ionen 
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erteilen den Eiweissteilen positive electrische Ladung. Die Folge 
davon wird eine weitgehende Zerteilung des Niederschlags sein : 
a oe il Zn" 
[E| Zn + Zn = |B] 
Das peptisierte Kolloid hat daher positive Ladung.”’ 

As far as the writer knows, there is no convincing experiment, 
which affords direct evidence to this idea. It seems to be deduced 
from the observation of Lottermoser concerning in the dissolu- 
tion of the silver haloid by excess of silversalt. But such a 
analogy is of course far from satisfying. 

As already discussed in the previous experiment the hydrogen 
ion concentration shows the surpassing influence for the precipita- 
tion of albumin by heavy metal salt. If there exists the hydrogen 
ion concentration in such an amount that the adsorption of hydrogen 
ions exceeds the adsorption of heavy metal ions, the precipitation 
will no more result. Hence if one adds a slight amount of acid 
to the solution, in which the precipitate of metal proteinate has 
been just thrown out, the precipitate will again promptly disappear. 
This is especially the case with zincproteinate. 

It must be here recollected that the heavy metal salts such 
as CuSO, ZnSO, and Pb(CH,COO), etc., which can bring about 
dissolution of protein precipitate by excess of their amount, are 
likely to be hydrolysed and their solution acquires pronounced 
acid reaction. It will, therefore, be expected that the further addition 
of such heavy metal salt always correlates with the increase of 
acidity of the solution, so that the combination between albumin 
and heavy metal salt may not take place. This conception might 
be acknowledged by the next experiment. 

To 1 cc. of albumin in a test tube were added first 1 cc. of 
M/1000 NaOH, then certain volumes of distilled water and finally 
varying amount of M/100 CuSO, solution. The volume of water 


added was always so chosen as to make the total volume up 
to 6 cc. 
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TABLE VY. 


The change of Pu by increasing corcentration of salt and its relation to the 
precipitation of albumin. 


End-concentration of protein 0.59%. 


End-cone. cf CuSO,. Pa. Turbidity. 
0 mol 6.4 
1 
= -$ Bq 
3000 nS * 
1 
Say 5.56 aieests 
1 
5.35 
750 5.35 ++ 
ub 
5.2 
375 ¥ 
a 5.1 = 
188 


The same experiment was repeated with ZnSO,, the result of. 
which is given in the following table. 


TABLE VI. 
Cone. of ZnSO;. Pu. Turbidity. 
0.007 mol 6.49 | a: 
0.01 6.31 + 
0.025 6.24 . 
| 
005 6.00 + 
0.075 5.62 = 
0.10 5.55 = 


N.B. Pa is determined electrometrically. 


Hitherto it has been usually believed that sueh a dissolution 
does not take place with silver salt. But under certain conditions 
it is observable. The following experiment which was performed 
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in the same manner as in the case with CuSO, may serve as 


evidence. 
TABLE VII. 
F "Enasone, of AgNO, moi. | Pu. Turbidity. 
0 | 6.1 a 
Li | yay: — 
3999 | 
ee 5.45 + 
1500 
al ; 
es 5.40 + 
750 a 
ee: SL — 
375 
i 5.25 = 
188 | 


It is apparent from this result that the dissolution of the 
precipitate by excess of salt was always accompanied by the 
increase of acidity of the solution. 

Since such a process of dissolution can be also produced by a 
mere addition of dilute acid to the same acidity, which prevails in 
the solution of protein when heavy metal salt begins to cause 
redissolution of the precipitate, it might well be assumed that the 
essential feature of the process may be the increase of hydrogen 
ion concentration. 

However, there remains yet the possibility of the complex 
salt formation. 

Now, if such a chemismus really prevails in the phenomenon 
involved in dissolution it must be expected that the concentration 
of heavy metal salt will decrease in such a case. Whether the 
decrease really occurs gr not can be shown by measuring the 
concentration of salt. In this respect, the following experiments 
were undertaken. 

To each 7 cc. of egg albumin solution in a series of Erlen- 
meyer flasks were added varying amounts of N/100 NaOH, a 
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certain quantity of distilled water, so as to make the total volume 
up to 16 ce. and finally 1 ce. of M/10 AgNO,. After well mixing 
the concentration of Ag and H-ion and the refractivity of the 
solution were measured. 

As the silver electrode the platinum plate \as used which was 
coated with electrolysed silver. The determination of Ag ion was 
found against tenth normal silber electrode, using Leeds and 
Northrops potentiometer and sensible galvanometer, which reacts 
well to 0,5 millivolt fluctuation. 

Refractivity was measured on filtrate from precipitate with the 
object of estimating the quantity of albumin remaining uncoagu- 
lated. The results are summed up in the following Table. 


TABLE VIII. 
End-concentration of albumin =0.59% 
End-concentration of AgNO, =1/170 mol. 


Pa Volume | 


NaOH After add. |Before add. ao Filtrate. eee ™ To 
added ce. | of AgNO, | of AgNO.,.| cipitate. 
8.0 — = 0.6 opal 1.3355 — — 
4.0 67 10.72 2.5 clear 1.3347 1.0975 | 0.0901 
2.0 5.5 8.20 0.6 opal 1.3350 ().0915 | 0.0828 
1.9 5.25 6.58 0 | clear? | 1.3356 | 0.0761 | 0.0767 
0.5 3d .20 6.06 0) 55 1.3358 0.0725 | 0.0725 
0.25 5.15 5.62 0) 5 1.3358 0.0681 | 0.0684 
0 5.40 a yan0) 0 Eh 1.3358 0.0653 
| water = 1.3346, 


The next experiment only differed from the above in keeping 
the concentration of NaOH constant and varying the quantity of 
AgNO, 


Cor 
bo 
bo 


End-eoncentration of albumin =0.5% 
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TABLE IX. 


End-concentration of NaOH =1/1700 mol. 


1/100 AgNO, 
added ce. 
0.2 
0.4 
0.8 
1.6 
3.2 


Pu. 


Turbidity. 


+* 
+* 


Refractivity. 


1.3338 
1.3355 | 
1.3358 
1.3558 
1.3359 


0.1630 
0.1131 
0.0783 
0.0558 
0.0353 


oO 


0.1007 
0.0894 
0.0599" 
0 0135 


*This turbidity is due to the AgOH, because the refractivity gave no inform- 
ation on the precipitation of albumin. 


NoBy it 


The refractivity due to NaOH or salt is negligible. 


2. sm, means the potential of the control solution containing distilled water 


instead of albumin. 


As the presence of sodium hydroxide causes the 


precipitation of silver oxide the potentials obtained here vary accord- 


ing to the amount of the latter. 


A similar experiment was repeated with zine salt. 


As the 


electrode 109% zinc amalgam was used, prepared by melting 10 
gm. of zinc powder (Kahlbaum) into 90 gm. of pure mereury. 
The determination wa3 carried out against saturated caromel 


electrode. 


TABLE X. 


End-concentration of albumin =0.382%. 


Cone. of 


Initial cone, of NaOH =0,0006 


Initial conc. of NaOH =0,0008 


4° | Turbidity. 


it + + 


Ca Cy Turbidity. | 
1.0660 1.0659 Pct 
1.0590 1.0585 
1.0572 1.0570 
1.0560 1.0560 _ 


1.0675 
1.0614 
1.0580 
1.0565 


\ 
To 


1.0654 
1.0603 
1.0572 
1.0565 
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It will be noticed from the above experiments that when the 
peptisation took place the diminution of the concentration of heavy. 
metal salt could not be followed at all. This fact gives valuable 
support to the idea that the essential features of the dissolution by 
excess of salt lie in the increase of the acidity. It seems to me, 
therefore, that the process which is called peptisation by many 
authors can be easily elucidated by the fact above mentioned. 

Further the results show how erroneous is the statement that 
the flocculation of protein by heavy metal salt is an irreversible 
process. Provided the conditions are really reversel the coagula- 
tion, certainly in the cases referred to, can be reversed too. 


CoNCLUSIONS. 


In these experiments the interaction between crystalline egg 
albumin and heavy metal salts such as AgNO;, ZnSO, CuSO,, 
HeCl, and AuCl,; was studied, and the following conclusions were 
obtained. 

1. Heavy metal ion but not its hydroxide seems to be 
responsible for the precipitation of protein by the heavy metal 
salts at its low concentration, 

2. Hydrogen ion concentration plays a leading role in the 
precipitation of protein by heavy metal salt, its increase to a 
certain extent preventing the combination of protein with heavy 
nietal ion. The isoelectrical point of protein, however, does not 
play here so important a part, as J. Loeb claims. Using the 
same solution of protein the experiment clealy indicates, that the 
nobler the metal is the higher must be the hydrogen ion con- 
centration to prevent the precipitation of metal proteinate from 
the solution. 

3. ‘She dissolution of precipitate of metal proteinate by 
excess of the salt might be accounted for by the increase of 
‘acidity, but not by formation of a complex compound. 
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THE SALT PRESENT IN SOLVENT. 
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I. Inrropvction. 


In a series of very ingenious experiments J. Loeb has shown 
us that when pure water is separated from solution of electrolytes 
of not too high a concentration by a collodion membrane, the 
initial rate of diffusion of water through the membrane from the 
side of pure water to that of the solution is influenced in a 
characteristic way by ions and that the following rules have been 
presented to govern this influence. 

1. Ions possessing the same sign of electrical charge as the 
membrane increase, and ions with the opposite sign of charge 
diminish the initial rate of diffusion of water. 

2. The relative influence of the oppositely charged ions is not 
the same for all concentrations. In the lowest concentrations of 
electrolytes the influence of the ions with the same sign of charge 
prevails, while a further increase in concentration, usually above 
M/256, the influence of the ions with the opposite sign of charge 
becomes more powerful. 

8. The influence of ions on the initial rate of diffusion of 
water from the side of pure water through the mémbrane into the 
sokution increases with their valency and with the order of 
magnitude of their racius. 

As it seemed to the author of the present paper quite reason- 
ble to suppose, that the fall in the initial rate of diffusion of 
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Fig. 1. 
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water from the side of pure water through 
the collodion membrane by the increase 
of the concentration from a certain point 
may not be due to the change of influence 
of the oppositely charged ions by their 
concentrations, but rather from the change 
of the nature of membrane by the pre- 
sence of any salt above a certain: concent- 
ration, the following experiments were 
undertaken. 


IJ. Tur APPARATUS AND THE 
PROCEDURE. 


A kind of osmometer, as shown in 
figure 1, was used, which consists of a 
glass tube (A) with a lumen of about 3 
mm. in diameter. and a length of about 
50cm. It is caliburated in millimeter 
scale on its surface, the zero-point being 
so chosen that it stands at the same 
height with the upper rand of the horizontal 
part of the side tube C. The membrane 
(D) in the form of bag is bound tightly 
on the lower end of the tube A. The test 
solution is allowed to run into the bag 
from the glass tube B. 

After the bag is filled the nibeau of 
the test solution is adjusted to the zero- 
point. This can be done easily by drain- 
ing off excess of the solution through the 
side tube C. Then the bag is immersed 
in a beaker containing 500 cc. of distilled 
water or any other solution, against which 
the osmotic pressure of the inside solution 
is to be measured. As the nibeau of the 
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solution then rises, usually owing to the contraction of the bag, 
the level is adjusted again to the zero-point. 

It is advisable in this case that the horizontal part of the 
side tube C is placed on the edge of the beaker, so that the 
nibeau of the outside solution shall stand at about 3 cm. beneath 
the zero-point on the tube A. In this way, the same condition 
can be obtained throughout the experiments, so far as the volume 
of the bag remains unchanged. 

In the following experiments the collodion bag of about 55 
ce. content was used, and the osmotic pressure was measured by 
the height of the column of liquid in the tube A. Since the 
collodion membrane naturally is not perfectly semipermeable, the 
solute will diffuse out, so that the true osmotic pressure can not 
be obtained. But when it is measured at definite intervals after 
the dipping of the bag, the comparative results are to be obtained, 
as pointed out by Loeb. . 


III. EXPERIMENTS WITH NON-ELECTROLYTE. 


Cane sugar solutions of varying concentrations were first taken 
for experiments, the results of which are shown in the diagram, 
(Fig. 2) the logarithms of the concentration being represented as 
abscissae, and the height of liquid column in mm. being represented 
as ordinates. 

It will be noticed that for concentration below M/64 the 
curve runs practically parallel to abscissae, while a sharp rise 
begins at about M/16 or M/8. Uf the concentration, not its 
logarithm, is taken as abscissa, the curve shows almost a straight 
line between the concentrations of M/32 and 1 M. (Fig. 3), as 
the law of osmotic pressure, advocated by Van’t Hoff, demands. 
These results entirely verify the findings of Loeb. 


LV. EXPERIMENTS WITH ELECTROLYTE. 


The same experiments as above were undertaken with the salts 


such as NaCl, NaNO;, Na, SO,, Na, C,O,, Na-citrate, CH; COONa, 
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Level of Solution in mm. 
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Concentration 


CaCl, and K, Fe (CN);. The results, which coincide with those ob- 
tained by Loeb, are illustrated in Fig. 4, 5. 

It is remarkable that the curves for one group ofthe salts, 
which consists of univalent cation of alkali metal and of any acid 
radical, rise sharply with the increase in concentration, even in the 
domain where the ordinary osmotic pressure fails to show its effect, 
reach maximum at a concentration of about M/128 and then with 
a further increase in concentration the curves fall abruptly to reach 
a minimum between M/16 and M/8, rising after this again with 
concentration as Van’ t. Hoft’s law demands. On the other hand, the 
curves for the salt with divalent cation never shows such an initial 
rise, but there is a rather gradual drop with the increase of con- 
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centration observable, which attains its minimum at a concentra- 
tion of about M/16, rising again at higher concentrations. 


V. THE INFLUENCE OF THE PRESENCE OF ONE SALT ON BOTH 
SIDES OF THE MEMBRANE ON THE RATE OF DIFFUSION 
OF WATER FROM THE SIDE OF PURE WATER TO 
THE SIDE OF THE SOLUTION OF THE OTHER 
SALT AND ITS RELATION TO THE 
CONCENTRATION. 


To the Na,SO, solution of varying concentrations was added 
NaCl in necessary amount to make its end-concentration 1/8 molar. 
The mixture was put inside the bag and its osmotic pressnre was 
measured against 1/8 molar NaCl-solution outside the bag. The 
result is shown in Fig. 6. 

It will be noticed that the initial rise becomes annulled by 
the presence of NaCl of the 1/8 molar concentration on both sides — 
of the inembrane. 

The same influence is also observable in the cases of sodium 
citrate and potassium ferrocyanide, as is shown in Fig. 7 and 8. 
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The relation of the concentration of salt, which is present on 
both sides of the membrane and influences the initial rise of the 
solution, with its effectiveness, was then studied by changing the 
amount of sodium chloride in the experiments just mentioned, the 
end-concentration of sodium chloride being taken as 1/256, 1/128, 
1/64, 1/32, 1/16 and 1/8 molar. The results are shown in Fig. 9. 
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Tt will be noticed that the initial rise becomes flatter and 
diminishes at length, the higher the concentration of sodium chlo- 
ride present on both sides of the membrane. 
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A similar result can be seen in the case of the effect on the 
osmotic measurement of aluminium chloride. (Fig, 10). 
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That the influence of the presence of salt, present on both 
sides of the membrane, on the initial rise of the level of the 
solution is not dependant on the nature of the salt_can be easily 
demonstrated in the following experiment (Fig. 11, 12, 13), in 
which MgSO,, K,C,O, and sodium citrate are used instead of 
sodium chloride in the preceding experiment. 

According to these results no difference due to the valency 
of anion could be perceived. 

On the other hand non-electrolytes such as glycerol and 
alcohol of concentration M/8 reveal no power to cause such an 
alteration, as is show in Fig. 14. 

The effect of the presence of other salt to the initial rise of 
the solutional pressure may be seen also eyen when the salt is 
present on one side of the membrane, if the concentration of the 
salt is large enough. This is shown in Fig. 15. 

We can easily recognize from the fieure, that the case ‘where 
sodium chloride is present on both sides of the membrane is more 
effective than the case where sodium chloride is contained only 
inside the bag. 
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VI. THE INITIAL RATE OF DIFFUSION OF WATER THROUGH THE 
COLLODION MEMBRANE FROM THE ALKALINE SIDE TO THE 
ACID SIDE AND ITS RELATION TO THE CONCENT- 

RATION OF THE CO-EXISTING SALT. 


When the hydrochloric acid solution of varying molar con- 
centration is put into the collodion bag and placed ix the sodium 
hydroxide solution of the same molar concentration, the water 
will diffuse through the membrane from outside to inside the bag. 
When the position of hydrochloric acid and sodium hydroxide is 
changed the water will flow in a reverse direction. The initial 
rate of this water flow will be checked if any kind of salt is 
present on both sides of the membrane, and the effect of salt 
is greater, the larger its concentration. This is shown in Fig. 16, 
17, and 18. 


Fig. 16. 
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VII. CoNSIDERATION. 


During the life process it always occurs that within the cell 
the small amount of acid is produced, or a variable quantity of 
salt is liberated. This will accompany the flow of water either 
to or from the cell, causing it to swell or to shrink and endanger- 
ing its function, If, however, ‘the cell contains or is surrounded 
by the salt solution above a certain concentration the movement 
of water becomes slower. As the body fluid contains nearly 1/8 
molar concentration of salt the danger of abrupt change of the 
volume of cell will hardly occur. We can rightly interpret the 
reason for the organism retaining the definite amount of salt in 
its body fluid. 
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